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CHAPTER I 
INTRODUCTION
The Ri bo so me-A n  I n t r o d u c t i o n
The p u b l i c a t i o n  i n  1955 by L i t t l e f i e l d »  e t  a l .  ( 5 4 )  o f  
r e s u l t s  s h o w i n g  t h a t  c e r t a i n  s m a l l  r i b o n u c l e o p r o t e i n  p a r ­
t i c l e s  f o u n d  i n  t h e  c e l l  c y t o p l a s m  w er e  i n v o l v e d  i n  t h e  
s y n t h e s i s  o f  p r o t e i n  s t i m u l a t e d  c o n s i d e r a b l e  i n t e r e s t  i n  
t h e  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  o f  t h e s e  p a r t i c l e s .  They had b e e n  
d i s c o v e r e d  by L u r i a  a n d  h i s  c o - w o r k e r s  ( 5 7 )  a d e c a d e  e a r l i e r  
i n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  s t u d i e s , I t  was t h o u g h t  t h a t  i f  
t h e i r  s t r u c t u r e  c o u l d  be  d e t e r m i n e d #  much c o u l d  be l e a r n e d  
a b o u t  t h e  m e c h a n i s m s  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s .
E a r l y  work e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e s e  p a r t i c l e s  w e re  a p ­
p a r e n t l y  u b i q u i t o u s  i n  a l l  c e l l s  a n d  c o n s i s t e d  o f  a p p r o x ­
i m a t e l y  e q u a l  p r o p o r t i o n s  o f  RNA a nd  p r o t e i n .  E a r l y  p r e ­
p a r a t i o n s #  c a l l e d  m ic ro s o m e s #  w e r e  q u i t e  impure# c o n s i s t i n g  
o f  t h e  r i b o n u c l e o p r o t e i n  p a r t i c l e s  w i t h  v a r y i n g  a m o u n ts  o f  
membrane f r o m  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  Due t o  t h e  c o n ­
t a m i n a n t s #  a n d  t h e  i n h e r e n t  i n s t a b i l i t y  o f  p r e p a r a t i o n s #  
e a r l y  a t t e m p t s  a t  o b t a i n i n g  t h e  p h y s i c a l  p a r a m e t e r s  o f  t h e s e  
p a r t i c l e s  w e re  o n l y  p a r t i a l l y  s u c c e s s f u l .
I t  was n o t  u n t i l  1959 t h a t  a c o m p l e t e  p h y s i c a l  a n a l y s i s  
o f  t h e  p u r i f i e d  r i b o n u c l e o p r o t e i n  p a r t i c l e s  was u n d e r t a k e n .
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U s i n g  t h e  b a c t e r i a  E s c h e r i c h i a  c o l i . w h i c h  a v o i d e d  t h e  p r o b l e m  
o f  membrane b o u n d  p a r t i c l e s , T i s s i e r e s , e t  a l ,  ( 9 6 )  w er e  a b l e  
t o  show t h a t  p u r i f i e d  r i b o s o m e s ,  a s  t h e y  had  b e e n  named,  
p o s s e s s e d  a s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  70S a nd  two u n e q u a l  
s u b u n i t s  w h i c h  had s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  505 a n d  3 05 .  
The s u b u n i t s ,  w hich  w er e  d i s s o c i a t e d  by r e d u c i n g  t h e  Mg"^  ̂
c o n c e n t r a t i o n t  c o n t a i n e d  a b o u t  37;6 p r o t e i n  a n d  63% RNA, A l s o  
m e a s u r e d  w e re  v a r i o u s  p h y s i c a l  p a r a m e t e r s  o f  t h e  r i b o s o m e  
a n d  i t s  s u b u n i t s ,  i n c l u d i n g  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e ,  
v i s c o s i t y ,  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  a t  260 nm, d i f f u s i o n  c o ­
e f f i c i e n t ,  a n d  m o l e c u l a r  w e i g h t .
S i n c e  t h e n  much work has  b e e n  done on t h e  s t r u c t u r e  
o f  t h e  r i b o s o m e ,  b o t h  f ro m  b a c t e r i a  a n d  f ro m  more com plex  
s y s t e m s .  The r e s u l t s  o f  T i s s i e r e s ,  W a t s o n ,  a n d  t h e i r  c o ­
w o r k e r s  ( 9 6 )  h a v e  b e e n  c o n f i r m e d  a n d  w i t h  t h e  a d v e n t  o f  new 
a n d  b e t t e r  t e c h n i q u e s  some hav e  b e e n  m o d i f i e d  s l i g h t l y .
U s i n g  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  m e t h o d s ,  H i l l ,  e t  a l .
( 4 3 )  d e t e r m i n e d  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  t h e  305 and  505 
s u b u n i t s  t o  be 9 , 0  x 10^ a n d  1 , 5 5  x 10^ r e s p e c t i v e l y ,  a n d  
t h e  70S p a r t i c l e  t o  be  2 , 6 5  x 10^ d a l t o n s ,  F rom s m a l l -  
a n g l e  x - r a y  s c a t t e r i n g  s t u d i e s  ( 4 4 )  t h e  d i m e n s i o n s  o f  e l ­
l i p s o i d a l  m o d e l s  b e s t  f i t t i n g  t h e  s c a t t e r i n g  c u r v e  o f  t h e  
r i b o s o m e  a n d  i t s  s u b u n i t s  have  b e e n  d e t e r m i n e d  t o  be a b o u t  
55 X 220 X 220 A f o r  t h e  3 OS s u b u n i t ,  130 x 170 x 310 A 
f o r  t h e  505 s u b u n i t ,  a n d  135 x 200 x 400 A f o r  t h e  705 
monosome.  C o r r o b o r a t i n g  v i s c o s i t y  s t u d i e s  h a v e  shown t h a t
3
t h e  3Gb s u b u n i t  i s  much more a s y m m e t r i c  t h a n  e i t h e r  t h e  505 
s u b u n i t  o r  t h e  70S monosome ( 4 3 , 9 6 ) ,  T h e s e  d i m e n s i o n s  d i f f e r  
c o n s i d e r a b l y  f ro m  t h o s e  o b t a i n e d  by e a r l y  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  
s t u d i e s  ( 3 5 , 4 7 ) ,  The low v a l u e s  o b t a i n e d  by t h a t  me thod  
p r o b a b l y  r e s u l t  f r o m  t h e  d r y i n g  t h e  s a m p l e  m u s t  u n d e r g o ,
More r e c e n t  EM s t u d i e s  w i t h  f r e e z e - d r i e d  ( 4 0 )  a n d  n e g a t i v e l y  
s t a i n e d  p r e p a r a t i o n s  ( 1 0 6 )  g i v e  r e s u l t s  more c o n s i s t e n t  w i t h  
t h e  x - r a y  a n d  h y d r o d y n a m i c  d a t a .
The r i b o s o m e s  f ro m  e u k a r y o t i c  c e l l s  h a v e  a l s o  b e e n  
s t u d i e d  a n d  w e r e  a l s o  f o u n d  t o  c o n s i s t  o f  two u n e q u a l  s u b ­
u n i t s ,  w h i c h  a r e ,  h o w e v e r , much l a r g e r  t h a n  t h o s e  f r o m  
b a c t e r i a , F o r  i n s t a n c e ,  t h e  s m a l l e r  p a r t i c l e  o f  r a t  l i v e r  
r i b o s o m e s  h a s  a s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  405 a n d  a 
m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a b o u t  1 , 5  x 10^  d a l t o n s  w h i l e  t h e  l a r g e r  
i s  a  60S p a r t i c l e  w i t h  a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  3 , 1  x 10^ 
d a l t o n s  ( 3 7 , 3 8 ) ,  The c o m p l e t e  r i b o s o m e  h as  a s e d i m e n t a t i o n  
c o e f f i c i e n t  o f  005 ,  Work w i t h  e u k a r y o t i c  s y s t e m s  h as  bee n  
c o m p l i c a t e d  by t h e  f a c t  t h a t  t h e  r i b o s o m e s  a r e  n o t  f r e e  i n  
t h e  c y t o p l a s m  a s  i n  b a c t e r i a , b u t  a r e  a t t a c h e d  t o  membranes  
f ro m  w h i c h  t h e y  m u s t  f i r s t  be  s e p a r a t e d ,  u s u a l l y  by t r e a t ­
ment  w i t h  a d e t e r g e n t .  U n l e s s  o t h e r w i s e  s p e c i f i e d  a l l  
r e f e r e n c e s  h e n c e f o r t h  w i l l  be  t o  b a c t e r i a l  r i b o s o m e s ,  
s p e c i f i c a l l y  t h o s e  f rom  E s c h e r i c h i a  c o l i .
I n  an  e f f o r t  t o  more f u l l y  i n v e s t i g a t e  t h e  f i n e  s t r u c ­
t u r e  o f  t h e  r i b o s o m e ,  i n v e s t i g a t o r s  have  t r i e d  t o  b r e a k  
t h e  r i b o s o m e  i n t o  i t s  c o m p o n e n t  p a r t s  a n d  t o  a n a l y z e  t h e s e
4
i n d i v i d u a l l y .  The RNA uias i s o l a t e d  by H a l l  a n d  Doty  ( 3 4 )  
a n d  f o u n d  t o  c o n s i s t  o f  two l a r g e  s t r a n d s .  The 305 s u b u n i t  
c o n t a i n e d  a s t r a n d  s e d i m e n t i n g  a t  165 a n d  t h e  505 s u b u n i t  
one  t h a t  s e d i m e n t e d  a t  2 3 5 .  The m o l e c u l a r  w e i g h t s , d e t e r ­
m in e d  by l i g h t  s c a t t e r i n g  a n d  h y d r o d y n a m i c  m e a s u r e m e n t s  ( 5 1 )  
w e r e  5 , 6  x 10^ a nd  1 , 1  x 10^ d a l t o n s  f o r  t h e  165 a nd  235 
RNAs r e s p e c t i v e l y .  L a t e r  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  m e a s u r e ­
m e n t s  h a v e  g i v e n  v a l u e s  o f  6 . 4  x 10^ d a l t o n s  f o r  t h e  165 
RNA ( 7 1 )  a n d  1 , 0 7  x 10^ d a l t o n s  f o r  t h e  235 RNA ( 9 0 ) .  The 
505 s u b u n i t  was l a t e r  f o u n d  t o  c o n t a i n  an  a d d i t i o n a l  s m a l l  
RNA c o m p o n e n t  s e d i m e n t i n g  a t  55 w i t h  a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f
4 , 0  X 10^ d a l t o n s  ( 1 0 ) ,
The p r o t e i n  c o m p o n e n t  o f  t h e  r i b o s o m e  was s t u d i e d  
i n i t i a l l y  by W a l l e r  a n d  H a r r i s  ( 1 0 7 , 1 0 8 ) ,  S e v e r a l  g r o u p s  
t h e n  s u c c e s s f u l l y  i s o l a t e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d  t h e  p r o t e i n s  
f r o m  t h e  305 s u b u n i t  ( 2 7 , 3 9 , 1 0 0 ) ,  T w e n t y - o n e  d i f f e r e n t  
p r o t e i n  m o l e c u l e s  w e re  s e p a r a t e d  on p h o s p h o c e l l u l o s e  co lu mn s  
( 3 9 ) ,  T r y p t i c  p e p t i d e  a n d  am in o  a c i d  a n a l y s i s  a s  w e l l  a s  
m o l e c u l a r  w e i g h t  s t u d i e s  w e re  c a r r i e d  o u t  on e a c h  p r o t e i n  
( 1 8 , 2 3 ) ,  The t o t a l  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  p r o t e i n  com­
p o n e n t  was i n  e x c e s s  o f  4 0 0 , 0 0 0 ,  t o o  l a r g e  an  am ount  t o  be 
a c c o m o d a t e d  on a s i n g l e  305 s u b u n i t .  T h i s  l e d  t o  t h e  i d e a  
t h a t  a t  l e a s t  t h e  s m a l l  s u b u n i t  was h e t e r o g e n e o u s i  t h a t  i s ,  
a l l  t w e n t y - o n e  p r o t e i n s  w e r e  n o t  p r e s e n t  a t  one  t i m e  on 
a n y  s i n g l e  s u b u n i t  ( 5 3 ) ,  I n  s u p p o r t  o f  t h i s  c o n c e p t ,  Voynow 
a n d  K u r l a n d  ( 1 0 5 )  a n d  Weber  ( 1 1 0 )  h a v e  d e f i n e d  t h r e e  c l a s s e s
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o f  30S p r o t e i n s  on t h e  b a s i s  o f  t h e i r  s t o i c h i o m e t r i c  c o n ­
c e n t r a t i o n s ,  U n i t  p r o t e i n s  a r e  p r e s e n t  a t  a p p r o x i m a t e l y  
o n e  p e r  s u b u n i t »  a n d  f r a c t i o n a l  p r o t e i n s  a r e  t h o s e  p r e s e n t  
i n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  l e s s  t h a n  0 . 5  c o p i e s  p e r  s u b u n i t .  T ho se  
w h i c h  f a l l  i n  t h e  i n t e r m e d i a t e  a r e a  a r e  c l a s s i f i e d  a s  m a r ­
g i n a l  p r o t e i n s .
The 50S s u b u n i t  c o n t a i n s  a t  l e a s t  t h i r t y - f o u r  i n d i v i d u a l  
p r o t e i n s .  S t o i c h i o m e t r i c  a n a l y s i s  ( 1 1 0 )  has  shown t h a t  i t  
t o o  i s  p o s s i b l y  h e t e r o g e n e o u s , h a v i n g  b o t h  f r a c t i o n a l  a n d  
u n i t  p r o t e i n s .  I t  was a l s o  shown t h a t  » u n l i k e  t h e  s m a l l  
s u b u n i t »  some o f  t h e  p r o t e i n s  w e re  p r e s e n t  i n  more t h a n  one 
co p y  p e r  s u b u n i t .
P r o t e i n  S y n t h e s i s
W h i l e  t h e s e  p h y s i c a l  s t u d i e s  o f  t h e  r i b o s o m e  were  b e i n g  
do n e  g r e a t  s t r i d e s  w e re  b e i n g  made i n  u n d e r s t a n d i n g  t h e  
m e c h a n i s m s  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  B e f o r e  d i s c u s s i n g  t h e  
s t r u c t u r e  o f  t h e  r i b o s o m e  i n  more d e t a i l  » we w i l l  now t u r n  
t o  a d e s c r i p t i o n  o f  t h i s  p r o c e s s .  As now c o n c e i v e d ,  p r o t e i n  
s y n t h e s i s  c o n s i s t s  o f  t h r e e  m a i n  s t e p s ,  i n i t i a t i o n ,  e l o n g a ­
t i o n  » an d  t e r m i n a t i o n ,  e a c h  r e q u i r i n g  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  a 
l a r g e  number  o f  d i f f e r e n t  m o l e c u l e s  o f  p r o t e i n  a n d  RNA,
I n i t i a t i o n  i n v o l v e s  t h e  f o r m a t i o n  o f  a complex b e t w e e n  
t h e  r i b o s o m e ,  mRNA, a n d  f o r m y l m e t h i o n i n e - t R N A  ( f m e t - t R N A ) ,
GTP i s  i n v o l v e d  a s  an  e n e r g y  s o u r c e  a n d  t h e  f o r m a t i o n  o f  
t h e  co m p le x  i s  c a t a l y z e d  by t h r e e  d i f f e r e n t  p r o t e i n s  known 
a s  t h e  i n i t i a t i o n  f a c t o r s .  The f i r s t  s t e p  o f  t h e  r e a c t i o n
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i n v o l v e s  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  i n d i v i d u a l  30S s u b u n i t s  w i t h  t h e  
i n i t i a t i o n  f a c t o r s  I f - 1 ,  I F - 2 ,  a n d  I F - 3  ( 3 ) ,  S u b s e q u e n t l y  
t h e  mRNA b i n d s  t o  t h i s  complex  a n d  i s  f o l l o w e d  by GTP and  
f m e t - t R N A ,  The n e x t  s t e p  i n v o l v e s  t h e  f o r m a t i o n  o f  a complex 
w i t h  t h e  505 s u b u n i t ,  w i t h  t h e  p r i o r  r e l e a s e  o f  I F - 3  b e i n g  
n e c e s s a r y  ( 1 0 4 ) ,  The a d d i t i o n  o f  t h e  505 s u b u n i t  t r i g g e r s  
a s e r i e s  o f  e v e n t s  t h a t  r e s u l t  i n  t h e  h y d r o l y s i s  o f  t h e  GTP 
a n d  t h e  r e l e a s e  o f  t h e  two r e m a i n i n g  i n i t i a t i o n  f a c t o r s , I t  
h a s  b e e n  shown t h a t  i t  i s  t h e  r e l e a s e  o f  I F - 2  a n d  n o t  t h e  
j o i n i n g  o f  t h e  505 s u b u n i t  t o  t h e  305 i n i t i a t i o n  complex  
t h a t  i s  d e p e n d e n t  on t h e  h y d r o l y s i s  o f  GTP ( 2 2 ) ,  The r e ­
m a i n i n g  c om pl ex  o f  7 0 S • mRNA• fmet- tRNA i s  now r e a d y  f o r  t h e  
e l o n g a t i o n  p h a s e .
E l o n g a t i o n  c o n s i s t s  o f  t h r e e  s t e p s .  The f i r s t  I n v o l v e s  
t h e  b i n d i n g  o f  t h e  a m i n o a c y l  tRNA t o  t h e  i n i t i a t i o n  c o m p l e x . 
E l o n g a t i o n  f a c t o r  T ( E F - T )  i s  r e q u i r e d  a l o n g  w i t h  GTP ( 5 6 ) ,
EF-T c a n  be  s e p a r a t e d  i n t o  two d i s t i n c t  s u b u n i t s ,  EF-Tu and 
E F - T s ,  A GTP m o l e c u l e  b i n d s  t o  t h e  EF-T r e l e a s i n g  t h e  EF-Ts 
s u b u n i t .  The EF-Tu GTP t h e n  c o m p l e x e s  w i t h  t h e  a m i n o a c y l  
tRNA ( 5 6 ) ,  T h i s  e n t i r e  mass  i s  t h e n  a d d e d  t o  t h e  i n i t i a t i o n  
c o m p le x  o f  t h e  70S *mRNA• fmet - tRNA a t  t h e  s o - c a l l e d  A s i t e  ( 4 ) ,  
The  fmet- tRNA a l r e a d y  o c c u p i e s  t h e  P o r  p e p t i d y l  s i t e .  The 
b i n d i n g  o f  t h e  a m i n o a c y l  tRNA t o  t h e  A s i t e  r e l e a s e s  t h e  
GTP EF-Tu co m p le x  w i t h  t h e  h y d r o l y s i s  o f  t h e  GTP t o  GDP.
One m o l e c u l e  o f  GTP i s  h y d r o l y z e d  f o r  e a c h  a m i n o a c y l  tRNA 
m o l e c u l e  a t t a c h e d  t o  t h e  r i b o s o m e  ( 5 6 ) .
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The s e c o n d  s t e p  o f  e l o n g a t i o n  i n v o l v e s  t h e  a c t u a l  f o r ­
m a t i o n  o f  t h e  p e p t i d e  bond b e t w e e n  t h e  two am in o  a c i d s  on 
t h e  r i b o s o m e .  A p p a r e n t l y  no o u t s i d e  f a c t o r s  o r  e n e r g y  s o u r c e s  
a r e  n e e d e d  f o r  t h i s  s t e p  ( 4 1 ) ,  The f m e t  i s  c l e a v e d  f ro m  i t s  
tRNA on t h e  P s i t e  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  A s i t e  where  i t  
f o r m s  t h e  p e p t i d e  bond w i t h  t h e  amino  a c i d  o f  t h e  tRNA 
o c c u p y i n g  t h a t  s l o t .  T h i s  l e a v e s  an  emp ty  tRNA i n  t h e  P 
s i t e  w h i c h  mu s t  be  r em o v e d  b e f o r e  f u r t h e r  s y n t h e s i s  can  
p r o c e e d .
S t e p  t h r e e  i n v o l v e s  t h i s  r e m o v a l  o f  t h e  d e a c y l a t e d  tRNA 
a n d  a l s o  t h e  movement  o f  t h e  f m e t - a m i n o a c y l - t R N A  f ro m t h e  A 
s i t e  t o  t h e  now v a c a n t  P s i t e .  A t  t h e  same t i m e  t h e  mRNA 
i s  a d v a n c e d  t h e  l e n g t h  o f  one  c o d o n .  T h i s  o p e n s  up t h e  A 
s i t e  f o r  t h e  new a m i n o a c y l  tRNA c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  t h r e e  
n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  t h e  new codon  t h a t  h a s  moved i n t o  
p l a c e .  The t r a n s f e r  o f  t h e  a m i n o a c y l  tRNA f rom  t h e  A s i t e  
t o  t h e  P s i t e  i s  d e p e n d e n t  upon  t h e  f o r m a t i o n  o f  a complex  
o f  t h e  r i b o s o m e #  EF-C a n d  a m o l e c u l e  o f  GTP, D u r i n g  t h e  
t r a n s f e r  t h e  GTP i s  h y d r o l y z e d  t o  GDP w h ic h  i s  r e l e a s e d  
a l o n g  w i t h  t h e  EF-G ( 6 6 ) ,  R e l e a s e  o f  EF-Tu i s  r e q u i r e d  
b e f o r e  t h e  b i n d i n g  o f  EF-G c a n  o c c u r # i n d i c a t i n g  t h a t  t h e i r  
b i n d i n g  s i t e s  m i g h t  be  t h e  same o r  o v e r l a p  ( 1 ) ,
T e r m i n a t i o n  i s  t h e  l e a s t  u n d e r s t o o d  o f  t h e  p r o c e s s e s  
o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  A p p a r e n t l y  when a n o n s e n s e  codon  o f  
t h e  mRNA s t r a n d  i s  a d v a n c e d  i n t o  p l a c e  on t h e  A s i t e  t h e  
r i b o s o m e  d o e s  n o t  b i n d  an  a m i n o a c y l  tRNA m o l e c u l e ,  b u t
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i n s t e a d  b i n d s  o ne  o f  two p r o t e i n s ,  o r  R^.  By a c t i v a t i n g  
t h e  p e p t i d y l  t r a n s f e r a s e  i n  some unknown m a n n e r , t h e y  s t i m ­
u l a t e  t h e  c u t t i n g  o f  t h e  bond h o l d i n g  t h e  p e p t i d e  c h a i n  t o  
t h e  tRNA m o l e c u l e  o c c u p y i n g  t h e  P s i t e  ( 1 2 ) .  S u b s e q u e n t l y  
t h e  empty tRNA a n d  t h e  mRNA m u s t  be r e l e a s e d  f ro m t h e  r i b o ­
some a n d  t h e  two s u b u n i t s  m u s t  d i s s o c i a t e  ( 7 2 ) •  How t h i s  
i s  a c c o m p l i s h e d  i s  n o t  known,  a l t h o u g h  I F - 3  h a s  bee n  shown 
t o  be c a p a b l e  o f  d i s s o c i a t i n g  t h e  3QS a n d  t h e  SOS s u b u n i t s  
( 6 0 ) .
The  R i b o s o m e - P h y s i c a l  S t u d i e s
The t r e m e n d o u s  c o m p l e x i t y  o f  t h e  p r o c e s s  o f  p r o t e i n  
s y n t h e s i s ,  w i t h  i t s  l a r g e  number  o f  i n t e r a c t i n g  m o l e c u l e s ,  
b r i n g s  us  b a c k  t o  t h e  q u e s t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  r i b o ­
some on a m o l e c u l a r  l e v e l .  How do t h e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  
r i b o s o m e ,  t h e  p r o t e i n  a n d  t h e  RNA, p a r t i c i p a t e  i n  t h i s  p r o ­
c e s s ?  Are  t h e y  a c t i v e  p a r t i c i p a n t s  o r  do t h e y  s i m p l y  p r o ­
v i d e  a p l a c e  o r  p r o p e r  e n v i r o n m e n t  i n  w h i c h  amino  a c i d s  can 
b e  s t r u n g  t o g e t h e r  i n t o  p o l y p e p t i d e  c h a i n s ?  T h e s e  q u e s t i o n s  
a r e  some t h a t  r e s e a r c h e r s  h a v e  bee n  a t t a c k i n g  w i t h  g r e a t  
v i g o r  f o r  t h e  l a s t  s e v e r a l  y e a r s .  I n v o l v e d  i n  a n s w e r i n g  
them i s  t h e  n e c e s s i t y  o f  d e t e r m i n i n g  t h e  m o l e c u l a r  a r c h i ­
t e c t u r e  o f  t h e  r i b o s o m e .
A f t e r  i t  had  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  r i b o s o m e  c o u l d  
b e  s e p a r a t e d  i n t o  i t s  c o m p o n e n t  RNA a n d  p r o t e i n ,  i t  was 
n a t u r a l  t o  a s k  how t h e y  w e re  p u t  t o g e t h e r , how t h e y  were  
a r r a n g e d  i n t o  a  t h r e e  d i m e n s i o n a l  p a c k a g e .  T a k i n g  a  c h a n c e
d i s c o v e r y  by B r e n n e r ,  e t  e l .  ( 8 ) ,  t h a t  show ed  t h a t  i f  r i b o ­
so m e s  w a r e  s e d i m e n t e d  t h r o u g h  h i g h  s a l t  s o l u t i o n s  p a r t i c l e s  
c o u l d  be o b t a i n e d  t h a t  were  d e f i c i e n t  i n  c e r t a i n  p r o t e i n s ,  
Nomura a n d  h i s  a s s o c i a t e s  b e g a n  a d d i n g  p r o t e i n  ba c k  t o  t h e s e  
s o - c a l l e d  c o r e  p a r t i c l e s .  They  f o u n d  t h a t  u n d e r  t h e  p r o p e r  
i n  v i t r o  c o n d i t i o n s  i t  was p o s s i b l e  t o  r e c o n s t i t u t e  f u l l y  
a c t i v e  3OS s u b u n i t s  by a d d i n g  t o  t h e  b a r e  16S RNA s t r a n d  
t h e  t w e n t y - o n e  p r o t e i n s  o f  t h e  s u b u n i t  ( 9 8 ) .  T h i s  r e c o n ­
s t i t u t i o n  i s  i n d e p e n d e n t  o f  a n y  a d d e d  enzymes o r  e n e r g y  
s o u r c e s  a n d  o c c u r s  s p o n t a n e o u s l y  uonn a d d i t i o n  o f  t h e  com­
p o n e n t s  u n d e r  p r o p e r  c o n d i t i o n s  o f  t e m p e r a t u r e  a n d  i o n i c  
s t r e n g t h  ( 9 8 ) .  By c a r e f u l l y  d e t e r m i n i n g  t h e  s e q u e n c e  i n  
w h i c h  p r o t e i n s  w e r e  a d d e d  b ac k  a n d  w h i c h  were  r e q u i r e d  t o  
b i n d  b e f o r e  o t h e r s  c o u l d  b i n d ,  Nomura was a b l e  t o  c o n s t r u c t  
a map o f  t h e  a s s e m b l y  o f  a 30S s u b u n i t  ( 6 5 ) .  The r e c o n s t i ­
t u t i o n  o f  t h e  505 s u b u n i t  h as  p r o v e d  t o  be a much more d i f ­
f i c u l t  t a s k  t h a n  w i t h  t h e  305 s u b u n i t  ( 1 5 , 4 5 ) ,  h o w e v e r ,  a n d  
a c t i v e  505 s u b u n i t s  o f  E.  c o l i  h av e  y e t  t o  be f o rm e d  f ro m  
t h e  235 RNA, t h e  55 RNA a n d  t h e  505 p r o t e i n s  w i t h o u t  t h e  
a d d i t i o n  o f  o t h e r  s u b s t a n c e s  s u c h  a s  p o l y a m i n e s , a l b u m i n s , 
a n d  s m a l l  o l i g o n u c l e o t i d e s  ( 5 9 ) .  R e c o n s t i t u t i o n  has  p r o v e n  
e x t r m e m l y  u s e f u l  i n  t h e  s t u d y  o f  s p e c i f i c  r e a c t i o n s  o f  d i f ­
f e r e n t  p a r t s  o f  t h e  r i b o s o m e ,  s u c h  a s  t h e  b i n d i n g  o f  i n d i v i d u a l  
p r o t e i n s  t o  t h e  165 ( 1 1 3 )  o r  235 RNA ( 2 ) .
The l a r g e  number  o f  d i f f e r e n t  p r o t e i n s  on t h e  r i b o s o m e s  
w o u l d  seem t o  i n d i c a t e  t h a t  i t  h as  a  v e r y  co m p le x  t a s k  t o
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p e r f o r m .  I t  a p p e a r s  now t h a t  e a c h  i n d i v i d u a l  p r o t e i n  has  
i t s  f u n c t i o n .  Some s t a b i l i z e  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  w hol e  
c o m p le x  w h i l e  o t h e r s  a r e  i n v o l v e d  e n z y m a t i c a l l y  i n  p r o t e i n  
s y n t h e s i s .  The f i r s t  p r o t e i n  f o r  w h ic h  a d e f i n i t e  f u n c t i o n  
was e s t a b l i s h e d  was p r o t e i n  S I .  E x p l o i t i n g  t h e  h e t e r o g e n e i t y  
o f  t h e  s m a l l  s u b u n i t ,  van  O u in  a n d  K u r l a n d  ( 1 0 1 )  a d d e d  f r a c ­
t i o n a t e d  303 p r o t e i n s  t o  a c t i v e  30S s u b u n i t s  a n d  m e a s u r e d  
t h e i r  e f f e c t  on t h e  a b i l i t y  o f  t h e  s u b u n i t s  t o  b i n d  p o l y  
U mRNA, P r o t e i n  51 s t i m u l a t e d  t h i s  a c t i v i t y .  T h o s e  s u b u n i t s  
w h i c h  c o u l d  b i n d  mRNA c o n t a i n e d  S I  w h i l e  t h o s e  t h a t  c o u l d  n o t  
b i n d  t h e  m e s s e n g e r  d i d  n o t  c o n t a i n  t h i s  p a r t i c u l a r  p r o t e i n .
By t h i s  m e th o d  i t  was a l s o  d e t e r m i n e d  t h a t  p r o t e i n s  3 2 ,  5 3 ,  
a n d  514  s t i m u l a t e  t h e  b i n d i n g  o f  a m i n o a c y l  tRNA t o  t h e  r i b o ­
so m e .  They h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  A 
s i t e  ( 7 6 ) .  P r o t e i n  S21 a p p a r e n t l y  f u n c t i o n s  t o  c o n t r o l  t h e  
f o r m a t i o n  o f  3 0 5 - 5 0 5  c o u p l e s  d u r i n g  i n i t i a t i o n  complex  f o r ­
m a t i o n  ( 1 0 2 ) ,
The p r o t e i n s  o f  t h e  505 s u b u n i t  hav e  a l s o  been  e x t e n ­
s i v e l y  s t u d i e d ,  b u t  b e c a u s e  o f  t h e  g r e a t e r  number  o f  p r o t e i n s  
a n d  t h e  i n c r e a s e d  c o m p l e x i t y  o f  t h e  p a r t i c l e  n o t  a s  much i s  
known o f  t h e i r  f u n c t i o n .  P r o t e i n s  L7 a n d  L12 h a v e  b e e n  
shown by s e v e r a l  d i f f e r e n t  m e t h o d s  t o  be  n e c e s s a r y  f o r  t h e  
GTPase a c t i v i t y  o f  EF-G d u r i n g  t r a n s l o c a t i o n  ( 3 6 , 5 0 ) ,  L18
a n d  L25 a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  55 RNA ( 3 3 ) ,
Work on t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n s  h a s  r e a c h e d  
t h e  p o i n t  w h e r e  l a r g e  s c a l e  s e q u e n c i n g  o p e r a t i o n s  a r e  now
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u n d e r w a y  ( 1 1 1 ) .  T h r e e  p r o t e i n s ,  S 4 ,  L7,  and  L12 h a v e  b e e n  
c o m p l e t e l y  s e q u e n c e d  ( 7 7 , 9 5 ) .  L7 a n d  L12 a r e  i d e n t i c a l  e x ­
c e p t  t h a t  L7 h as  an  a c e t y l a t e d  s e r i n e  r e s i d u e  a t  i t s  amino  
t e r m i n a l  ( 9 5 ) ,  A n t i b o d i e s  h a v e  a l s o  b e e n  p r e p a r e d  a g a i n s t  
a l m o s t  a l l  o f  t h e  3GS a n d  505 p r o t e i n s  ( 9 3 ) .
The p l a c e m e n t  o f  t h e  v a r i o u s  p r o t e i n s  i n  t h e  s u b u n i t  
i s  a n o t h e r  p r e s s i n g  q u e s t i o n .  I s  t h e  p r o t e i n  e n c l o s e d  i n  
a n  RNA s h e l l  a s  i n  a v i r u s  o r  a r e  t h e y  e q u a l l y  d i s t r i b u t e d  
a r o u n d  e a c h  o t h e r  i n  a  co m plex  m i x t u r e ?  E x p e r i m e n t a l  work 
h a s  shown t h a t  t h e  l a t t e r  v ie w i s  p r o b a b l y  t h e  more c o r r e c t .  
B o t h  t h e  RNA a n d  t h e  p r o t e i n s  seem t o  h a v e  l a r g e  p o r t i o n s  o f  
t h e i r  s t r u c t u r e s  e x p o s e d  on t h e  s u r f a c e  o f  t h e  r i b o s o m e  an d  
i t s  s u b u n i t s .  The RNA c a n  be  a t t a c k e d  by r i b o n u c l e a s e  ( 7 4 )  
a n d  c a n  b i n d  t h e  a c r i d i n e  dye  p r o f l a v i n e  ( 6 1 ) .  The p r o t e i n s  
a r e  s u s c e p t i b l e  t o  t h e  enzyme t r y p s i n  ( 1 9 )  a n d  t o  c h e m i c a l  
a n d  e n z y m a t i c  i o d i n a t i o n  ( 6 4 ) .  A l l  t w e n t y - o n e  p r o t e i n s  o f  
t h e  s m a l l  s u b u n i t  c a n  a l s o  i n t e r a c t  w i t h  t h e i r  s p e c i f i c  
a n t i b o d i e s  w h i l e  s t i l l  on t h e  s u b u n i t  ( 9 2 ) ,  The RNA s t r a n d  
o f  t h e  305 s u b u n i t  h as  bee n  shown t o  c o n t a i n  a b o u t  6 0 - 7 0 ^  
h e l i c a l  s t r u c t u r e  ( 2 1 , 7 9 ) ,  S e q u e n c e  a n a l y s i s  h as  shown t h a t  
i t  a p p a r e n t l y  e x i s t s  a s  l o n g  s t r e t c h e s  o f  d o u b l e  s t r a n d e d  
r e g i o n s  b r o k e n  by s h o r t e r  l e n g t h s  o r  l o o p s  o f  s i n g l e  s t r a n d e d  
RNA ( 2 4 ) .
U s i n g  v a r i o u s  m e t h o d s ,  s e v e r a l  l a b o r a t o r i e s  hav e  b e e n  
a t t a c k i n g  t h e  p r o b l e m  o f  w h e r e  t h e  p r o t e i n s  b i n d  t o  t h e  RNA 
c h a i n .  By a d d i n g  i n d i v i d u a l  p u r i f i e d  p r o t e i n s  t o  t h e  165
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RWA, i t  h a s  b e e n  p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  w h i c h  w i l l  b i n d  d i r e c t l y  
w i t h o u t  t h e  p r e s e n c e  o f  o t h e r s .  F i v e  p r o t e i n s ,  S 4 , 5 7 ,  5 8 ,
5 1 5 ,  a n d  520  h a v e  b e e n  shown t o  b i n d  s i t e  s p e c i f i c a l l y  t o  
t h e  165 RNA ( 2 8 , 8 0 ) ,  E i g h t  p r o t e i n s  o f  t h e  l a r g e  s u b u n i t ,
L2 ,  L6,  L16,  L17 ,  L19,  L20 ,  L23 ,  a n d  L24 b i n d  s i t e  s p e c i f i c a l l y  
t o  t h e  235 RNA ( 9 1 ) ,  The 55 RNA i s  bound  t o  t h e  505 p r o t e i n s  
L10 a n d  L25 ( 3 3 ) .  I f  t h e  RNA s t r a n d  t o  w h i c h  t h e  p r o t e i n  has  
b e e n  bound  i s  t h e n  s u b j e c t e d  t o  r i b o n u c l e a s e  d e g r a d a t i o n , t h e  
p o r t i o n s  bound  t o  t h e  p r o t e i n s  s h o u l d  be  p r o t e c t e d  ( 7 3 ) .  
Zimmerman,  e t  a l .  ( 1 1 3 )  h a v e  done  t h i s  f o r  t h e  165 RNA a n d  
h a v e  f o u n d  t h a t  o f  t h e  f i v e  p r o t e i n s  t h a t  b i n d  s i t e  s p e c i f ­
i c a l l y ,  f o u r  b i n d  t o  t h e  5* h a l f  w h i l e  o n l y  p r o t e i n  57 b i n d s  
t o  t h e  3* h a l f .  The b i n d i n g  o f  p r o t e i n  54 has  b e e n  s t u d i e d  
by b o t h  r i b o n u c l e a s e  d e g r a d a t i o n  ( 8 1 )  a n d  e l e c t r o n  m i c r o ­
s c o p y  ( 7 0 ) .  I t  h a s  b e e n  shown t h a t  i n s t e a d  o f  b i n d i n g  t o  
j u s t  a s m a l l  p o r t i o n  o f  t h e  RNA, p r o t e i n  54 b i n d s  t o  a p p r o x ­
i m a t e l y  one  q u a r t e r  o f  t h e  s t r a n d .  I t  may a c t  t o  f o l d  t h e  
RNA i n t o  t h e  p r o p e r  c o n f o r m a t i o n  f o r  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  
o t h e r  p r o t e i n s ,
A m e th od  t h a t  was q u i t e  p o p u l a r  o n c e  was t h e  r e a c t i o n  
o f  r i b o s o m e s  w i t h  c h e m i c a l  r e a g e n t s  s p e c i f i c  f o r  c e r t a i n  
a m i n o  a c i d  s i d e  g r o u p s .  By am ino  a c i d  a n a l y s i s  o f  p u r i f i e d  
p r o t e i n s  i t  i s  p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  how many o f  a c e r t a i n  
s i d e  g r o u p  a r e  p r e s e n t .  The number  o f  s i t e s  on t h e  r i b o s o m e  
t h a t  r e a c t  w i t h  t h e  r e a g e n t  s h o u l d  g i v e  an  i n d i c a t i o n  o f  
how many a r e  e x p o s e d  on t h e  s u r f a c e .  F o r  i n s t a n c e ,  t w e l v e  
o f  t h e  305 p r o t e i n s  c o n t a i n  c y s t e i n e .  Upon r e a c t i o n  w i t h
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i o d o a c e t a t e ,  houiever  # o n l y  f o u r  o f  t h e s e  a r e  l a b e l e d  ( 1 7 ) ,  
O t h e r  r e a g e n t s  u s e d  I n c l u d e  2 * m e t h o x y - 5 - n i t r o t r o p o n e  ( 1 7 )  
a n d  N - e t h y l  m a l e l m i d e  ( 6 7 ) .  F l u o r e s c e n t  l a b e l s  ( 4 6 , 7 5 )  
s u c h  a s  f l u o r e s c e i n  i s o t h i o c y a n a t e  ( 4 6 )  h a v e  be e n  a t t e m p t e d  
a s  w e l l  a s  b o t h  c h e m i c a l  a n d  e n z y m a t i c  l a b e l i n g  w i t h  r a d i o ­
a c t i v e  i o d i n e  ( 6 3 , 6 4 ) .  T r y p s i n  h a s  b e e n  u s e d  a s  a p r o b e  o f  
t h e  r e a c t i v i t y  o f  t h e  v a r i o u s  p r o t e i n s  ( 1 3 , 1 7 , 1 9 , 8 9 ) ,  b u t  
i t s  e f f e c t  h a s  now b ee n  shown t o  be m a i n l y  t h e  r e s u l t  o f  
t h e  d i f f e r e n t  s u s c e p t i b i l i t i e s  o f  t h e  d i f f e r e n t  p r o t e i n s  t o  
t h e  enzyme a n d  a p p a r e n t l y  d o e s  n o t  d e p e n d  on t h e i r  p o s i t i o n  
w i t h i n  t h e  r i b o s o m e  s t r u c t u r e  ( 8 9 ) .
A m e th od  r e c e n t l y  a p p l i e d  t o  r i b o s o m e s  t o  d e t e r m i n e  
r e l a t i v e  p r o t e i n  p o s i t i o n s  has  b e e n  t h e  u s e  o f  s o - c a l l e d  
c r o s s - l i n k i n g  a g e n t s .  T h e s e  a r e  b i f u n c t i o n a l  r e a g e n t s  t h a t  
p o s s e s s  two r e a c t i v e  g r o u p s  s e p a r a t e d  by a  g i v e n  a n d  o f t e n  
v a r i a b l e  d i s t a n c e .  U s i n g  t h e s e ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  c r o s s ­
l i n k  two p r o t e i n s  i f  t h e y  a r e  w i t h i n  a c e r t a i n  d i s t a n c e  o f  
o n e  a n o t h e r , One o f  t h e  f u n c t i o n a l  g r o u p s  c a n  r e a c t  w i t h  
a n  am in o  a c i d  s i d e  g r o u p  o f  one p r o t e i n  w h i l e  t h e  one  a t  
t h e  o t h e r  end  o f  t h e  m o l e c u l e  can  r e a c t  w i t h  a n o t h e r  s i d e  
g r o u p  on a n o t h e r  p r o t e i n .  R e a g e n t s  u s e d  i n  r e a c t i o n s  w i t h  
r i b o s o m e s  h a v e  i n c l u d e d  d i m e t h y l  s u b e r i m i d a t e  ( 5 , 8 6 ) ,  d i m e t h y l  
a d i p i m i d a t e  ( 5 8 ) ,  a n d  m e t h y l  4 - m e r c a p t o b u t y r i m i d a t e  ( 9 9 ) ,  
b i f u n c t i o n a l  i m i d o e s t e r s  t h a t  r e a c t  w i t h  f r e e  amino  g r o u p s .
N, N*- 1 , 4 - p h e n y l e n e d i m a l e i m i d e  ( 1 4 ) ,  w h i c h  i s  s p e c i f i c  f o r  
s u l f h y d r y l  g r o u p s ,  a n d  t e t r a n i t r o m e t h a n e ,  w h i c h  r e a c t s  w i t h  
t y r o s i n e  r e s i d u e s ,  h a v e  a l s o  b e e n  u s e d  ( 8 4 ) .
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A f t e r  r e a c t i o n  w i t h  t h e  c r o s s - l i n k i n g  a g e n t  t h e  p r o t e i n s  
a r e  e x t r a c t e d  f ro m  t h e  r i b o s o m e  a n d  s e p a r a t e d  by e l e c t r o ­
p h o r e s i s  on s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e - p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  which  
s e p a r a t e  p r o t e i n s  by m o l e c u l a r  w e i g h t  ( 9 9 ) ,  I f  an y  p r o t e i n s  
a r e  c r o s s - l i n k e d ,  t h e  b a n d s  c o r r e s p o n d i n g  t o  i n d i v i d u a l  p r o ­
t e i n s  s h o u l d  be m i s s i n g  a n d  a new band  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  
sum o f  t h e i r  m o l e c u l a r  w e i g h t s  s h o u l d  a p p e a r .  T h r e e  m e th o d s  
h a v e  b e e n  u s e d  t o  d e t e r m i n e  w h ic h  p r o t e i n s  a r e  c o n t a i n e d  w i t h i n  
t h e  c r o s s - l i n k e d  s p e c i e s .  The c r o s s - l i n k i n g  c h a i n  c a n  be 
b r o k e n  ( 9 9 )  o r  t h e  co m p le x  c a n  be r e a c t e d  w i t h  a n t i b o d i e s  
t o  t h e  r i b o s o m a l  p r o t e i n s  ( 5 8 ) ,  I t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t o  u s e  
r e c o n s t i t u t e d  r i b o s o m e s  t h a t  h a v e  b e e n  d o u b l e  l a b e l e d  by 
t h e  s p e c i f i c  p r o t e i n s  t h a t  a r e  s u s p e c t e d  o f  f o r m i n g  t h e  
c r o s s - l i n k  ( 5 2 ) ,
R e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  some p r o t e i n s  on t h e  305 s u b u n i t  
do i n d e e d  f o rm  c r o s s - l i n k e d  c o m p l e x e s .  P r o t e i n  58 a n d  p r o ­
t e i n  55  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  e  c r o s s - l i n k e d  c o u p l e  ( 5 8 )  
a s  h a v e  p r o t e i n s  518 a n d  521 ( 1 4 , 5 8 ) ,  511 m i g h t  be c r o s s -
l i n k e d  w i t h  518  a nd  521 ( 8 4 )  and  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  
55  c r o s s - l i n k s  w i t h  59  ( 5 ) ,  The f a c t  t h a t  t h e s e  p r o t e i n s  
c a n  be c r o s s - l i n k e d  p o s s i b l y  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  p o s i t i o n s  
t h e y  o c c u p y  w i t h i n  t h e  r i b o s o m e  a r e  f a i r l y  c l o s e  t o  one  
a n o t h e r •
Ulhi le  c r o s s - l i n k i n g  w i t h  b i f u n c t i o n a l  r e a g e n t s  may 
y i e l d  i n f o r m a t i o n  on w h i c h  p r o t e i n s  a r e  n e a r  n e i g h b o r s  o f  
w h i c h  o t h e r  p r o t e i n s ,  i n  o r d e r  t o  h a v e  s u f f i c i e n t  o v e r l a p
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i t  i s  n e c e s s a r y  t o  knout t h e  o r d e r  i n  g r o u p s  l a r g e r  t h a n  two .  
By e x p l o i t i n g  t h e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  t h e  r i b o s o m e  t o  r i b o ­
n u c l e a s e ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  i s o l a t e  f r a g m e n t s  c o n t a i n i n g  
s p e c i f i c  p r o t e i n s .  T h i s  t e c h n i q u e  h as  b e e n  a p p l i e d  t o  t h e  
305 s u b u n i t  by S c h e n d e l ,  e t  a l ,  ( 8 2 ) ,  who i s o l a t e d  t h r e e  
f r a g m e n t s ,  Morgan a n d  Br imacombe  ( 9 , 6 8 , 6 9 )  who h av e  i s o l a t e d  
f o u r t e e n  f r a g m e n t s ,  a n d  R o t h  a n d  N i e r h au s  ( 7 0 ) ,  who have  
i s o l a t e d  f o u r . By g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  t h e y  h a v e  b e e n  a b l e  
t o  i d e n t i f y  w h i c h  p r o t e i n s  a r e  p r e s e n t  on w h i c h  p i e c e s  o f  
t h e  f r a g m e n t e d  305 s u b u n i t .  From t h i s  i t  was p o s s i b l e ,  
u s i n g  o v e r l a p p i n g  f r a g m e n t s ,  t o  c o n s t r u c t  a map o f  t h e  l i n e a r  
s e q u e n c e  o f  p r o t e i n s  on t h e  165 RNA c h a i n  ( 6 2 ) .  Morgan and  
Br imacombe  ( 6 9 )  h a v e  co m b in e d  t h i s  w i t h  t h e  a s s e m b l y  map 
o f  M i z u s h im a  a n d  Nomura ( 6 5 )  t o  come up w i t h  a model  f o r  t h e  
t h r e e  d i m e n s i o n a l  a r r a n g e m e n t  o f  t h e  p r o t e i n s  on t h e  s m a l l  
s u b u n i t .
A l t h o u g h  much a t t e n t i o n  h a s  b e e n  g i v e n  t o  t h e  s t u d y  o f  
t h e  i n t a c t  r i b o s o m e  an d  i t s  s u b u n i t s ,  o n l y  a few s t u d i e s  
h a v e  b e e n  made o f  a phenomenon t h a t  was f i r s t  n o t e d  by E l s o n  
( 2 6 )  i n  1961 and  l a t e r  c h a r a c t e r i z e d  by S p i r i n  a n d  h i s  g r o u p  
( 8 8 )  a s  u n f o l d i n g  o f  t h e  s u b u n i t s .  When t h e  305 s u b u n i t  
was p l a c e d  i n  a b u f f e r  w i t h  no ma gnes ium i o n s  o r  i n  one  i n  
w h i c h  t h e  lYlg*  ̂ had  b e e n  r e m o v e d  by c h e l a t i o n  w i t h  EOTA, t h e  
s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  p a r t i c l e  d r o p p e d .  S i n c e  
t h e r e  was no a t t e n d a n t  l o s s  o f  p r o t e i n  o r  RNA d u r i n g  t h i s  
c h a n g e ,  t h e  d r o p  i n  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  had t o  be
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e x p l a i n e d  by a n  i n c r e a s e  i n  t h e  f r i c t i o n a l  c o e f f i c i e n t  o f  
t h e  p a r t i c l e ,  S p i r i n  t e r m e d  i t  an  u n f o l d i n g  o f  t h e  s u b u n i t  
( 6 6 ) ,  I t  was l a t e r  f o u n d  t h a t  i f  t h e  30S s u b u n i t  w e re  a d d e d  
t o  o r  d i a l y z e d  a g a i n s t  a s o l u t i o n  o f  EDTA t h e  s e d i m e n t a t i o n  
c o e f f i c i e n t  d r o p p e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  1 5 - 1 6 3  ( 8 0 , 1 0 9 ) ,  The 
5 OS s u b u n i t  d r o p p e d  t o  a b o u t  23- 25S  w i t h  d i s t i n c t  s t e p s  i n  
b e t w e e n  a t  40S a n d  30S ( 2 9 , 1 0 9 ) .  The 5S RNA was r e l e a s e d  
when t h e  u n f o l d i n g  o c c u r r e d  ( 3 2 , 8 5 ) ,
A v a r i a n t  o f  t h e  u n f o l d i n g  p r o c e s s  t h a t  has  a l s o  r e ­
c e i v e d  some s t u d y  i s  che  d é n a t u r a t i o n  o f  t h e  r i b o s o m e  a t  
e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e s  ( 7 , 1 6 , 6 2 , 9 4 ) ,  At  t e m p e r a t u r e s  o f  
6 0 - 6 5 ° C  t h e  rRNA o f  t h e  i n t a c t  s u b u n i t  i s  d e n a t u r e d ,  t h a t  i s ,  
t h e  s e c o n d a r y  h e l i c a l  s t r u c t u r e  i s  d e s t r o y e d ,  l e a v i n g  a 
s t r a i g h t  RNA c h a i n .  The t o t a l  h y p e r c h r o m i e  e f f e c t  o b s e r v e d  
i s  f ro m  2 5 - 3 0 ^  ( 7 , 1 6 , 6 2 )  w h i c h  c o r r e s p o n d s  w e l l  w i t h  t h a t  
o b s e r v e d  when u r e a  i s  u s e d  t o  d e n a t u r e  t h e  RNA s e c o n d a r y  
s t r u c t u r e  ( 0 3 ) ,  The m e l t i n g  t e m p e r a t u r e  o f  b o t h  t h e  RNAs 
a n d  t h e  u n f o l d e d  s u b u n i t s  w e r e  c o n s i d e r a b l y  be l ow  t h o s e  o f  
t h e  i n t a c t  s u b u n i t s  ( 6 2 ) ,
S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  b e e n  made i n  a n  a t t e m p t  t o  d e t e r ­
m ine  w h a t  t h e  p r o c e s s  o f  u n f o l d i n g  r e a l l y  i s  a n d  w h a t  i t  
means  i n  t e r m s  o f  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  r i b o s o m e .  I n  1966 
G e s t e l a n d  ( 3 0 )  d i a l y z e d  r i b o s o m e s  i n  EDTA-Tri s  b u f f e r  s o l u ­
t i o n s  a n d  i s o l a t e d  t h e  r e s u l t i n g  u n f o l d e d  s u b u n i t s .  He 
m e a s u r e d  s ^ g ^ ^  v a l u e s  o f  16S f o r  t h e  s m a l l  s u b u n i t  a n d  2 IS 
f o r  t h e  l a r g e .  T h e r e  was a t  l e a s t  one  i n t e r m e d i a t e  s t e p
17
f o r  e a c h  u n f o l d i n g  ( 3 0 ) .  W e l l e r  and  H o r o w i t z  ( 3 2 , 1 0 9 )  p e r ­
f o r m e d  s i m i l a r  s t u d i e s  on t h e  u n f o l d i n g  o f  t h e  50S s u b u n i t s  
a n d  t h e  r e l e a s e  o f  t h e  5S RNA ( 3 2 ) ,  w h i l e  Cammarano,  e t  a l .  
( 1 1 )  h a v e  s t u d i e d  t h e  u n f o l d i n g  o f  e u k a r y o t i c  r i b o s o m e s .
B o t h  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  (EM) ( 8 6 )  an d  s m a l l  a n g l e  x - r a y  
s c a t t e r i n g  s t u d i e s  ( 4 2 , 8 7 , 9 7 )  I n d i c a t e  t h e r e  has  b e e n  a 
d e f i n i t e  c h a n g e  I n  t h e  s h a p e  o f  t h e  p a r t i c l e s ,  w i t h  t h e  u n ­
f o l d e d  o n e s  b e i n g  more  e x t e n d e d .  S p i r i n ,  I n  h i s  EM s t u d i e s  
o f  t h e  u n f o l d e d  30S s u b u n i t  ( 8 8 )  saw p r o j e c t i n g  s t r a n d s  o f  
a b o u t  30 A I n  d i a m e t e r .
T h e r e  h a v e  b e e n  v e r y  few s t u d i e s  o f  t h e  p h y s i c a l  c h a r ­
a c t e r i s t i c s  o f  t h e  u n f o l d e d  s u b u n i t s ,  G e s t e l a n d  ( 3 0 )  a n d  
G a v r i l o v a ,  e t  a l .  ( 2 9 )  d e t e r m i n e d  some s ^ g  ^ v a l u e s  a n d  
W e l l e r , e t  a l ,  ( 1 0 9 )  made some v i s c o s i t y  m e a s u r e m e n t s .  
B e c a u s e  t h e  b u f f e r  s y s t e m s  u s e d  d i f f e r  a n d  t h e  s a m p l e s  w e r e  
o f t e n  n o t  h o m o g e n e o u s ,  I t  I s  v i r t u a l l y  I m p o s s i b l e  t o  com par e  
r e s u l t s .  Some e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  I n  b u f f e r s  o f  v e r y  
low I o n i c  s t r e n g t h  ( 3 0 , 1 0 9 )  w h i l e  o t h e r  e x p e r i m e n t s  w er e  
d o n e  a t  h i g h e r  I o n i c  s t r e n g t h s  ( 8 7 ) .  The c o m p o s i t i o n  o f  t h e  
b u f f e r s  a l s o  v a r i e d  w i t h  d i f f e r e n t  s a l t s  b e i n g  p r e s e n t .  
G h y s e n ,  e t  a l ,  ( 3 1 )  h a v e  shown t h a t  t h e  I o n i c  s t r e n g t h  o f  
t h e  b u f f e r  h a s  a d r a s t i c  e f f e c t  on t h e  u n f o l d i n g  o f  t h e  
s u b u n i t s .  I n  a d d i t i o n  t o  magnés ium t h e  a m o u n t  o f  m o n o v a l e n t  
c a t i o n ,  p a r t i c u l a r l y  p o t a s s i u m  o r  ammonium, seem s  t o  be 
v e r y  c r i t i c a l .
W i t h i n  t h e  l a s t  f ew y e a r s  two I m p o r t a n t  s t u d i e s  h av e
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b e e n  made on t h e  p h y s i c a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  u n f o l d e d  3OS s u b ­
u n i t .  E i l a m  a n d  E l s o n  ( 2 5 )  s t u d i e d  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f ­
f i c i e n t  a n d  o p t i c a l  r o t a t o r y  d i s p e r s i o n  c h a n g e s  upon  u n f o l d i n g .  
They  f o u n d  t h a t  i n  t h e  3OS s u b u n i t  t h e r e  w e re  two d i s t i n c t  
u n f o l d e d  s p e c i e s .  The more u n f o l d e d  o f  t h e  two c o u l d  o n l y  
b e  r e a c h e d  a t  v e r y  low i o n i c  s t r e n g t h s  a n d  was a c c o m p a n i e d  
by e x t e n s i v e  d i s r u p t i o n  o f  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  
RNA. The i n t e r m e d i a t e  l e v e l  was s t a b l e  a t  a n  i o n i c  s t r e n g t h  
o f  0 . 1  IV)t had  a s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  1 7 - 2 0 5 ,  an d  
i n v o l v e d  a s m a l l , b u t  s i g n i f i c a n t ,  d i s r u p t i o n  o f  b a s e  p a i r i n g .  
S m i t h  ( 8 7 )  u n f o l d e d  t h e  s m a l l  s u b u n i t  w i t h  EDTA a s  C e s t e l a n d  
( 3 0 )  had  d o n e ,  b u t  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  a  h i g h e r  i o n i c  s t r e n g t h ,  
i s o l a t e d  a n d  s u b j e c t e d  t o  s m a l l  a n g l e  x - r a y  s c a t t e r i n g  w ha t  
h e  l a b e l e d  a s  a 165 p a r t i c l e .  His  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  
t h e  p a r t i c l e  c h a n g e s  f ro m  a  f o u r  t o  one  e l l i p s o i d  t o  a s h a p e  
t h a t  i s  b e s t  a p p r o x i m a t e d  by a n  e i g h t  t o  one  p a r a l l e l e p i p e d .
The  c h a n g e  i n  s h a p e  a p p a r e n t l y  o c c u r s  m a i n l y  i n  one  d i m e n s i o n ,  
g i v i n g  a p a r t i c l e  o f  48 x 191 x 381 A ( 8 7 ) .
The s t u d i e s  o f  S m i t h  ( 8 7 )  a n d  E i l a m  a nd  E l s o n  ( 2 5 ) ,  
i n  p a r t i c u l a r ,  p o i n t  up t h e  l a c k  o f  a d e q u a t e  k n o w le d g e  
a v a i l a b l e  on t h e  p h y s i c a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  u n f o l d e d  s u b u n i t s .  
More work i s  c l e a r l y  n e e d e d  t o  c o r r o b o r a t e  o r  r e f u t e  d a t a  
a l r e a d y  p u b l i s h e d .  T h e r e  h a s  b e e n  no work done  i n  w h i c h  a l l  
t h e  p h y s i c a l  c o n s t a n t s  o f  a p a r t i c u l a r  u n f o l d e d  p a r t i c l e  
h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  i n  a s i n g l e  b u f f e r  s y s t e m .  T h e r e  has  
a l s o  b e e n  no work d on e  on d e t e r m i n i n g  w h i c h  p r o t e i n s  a r e  
p r e s e n t  on t h e  p o r t i o n  o f  t h e  r i b o s o m e  t h a t  a p p a r e n t l y  s w i n g s
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o u t  f r o m  t h e  ma in  s u b u n i t  b od y .  T h i s  i n f o r m a t i o n  c o u l d  be 
v e r y  h e l p f u l  i n  d e t e r m i n i n g  w h i c h  p r o t e i n s  a r e  on t h e  o u t s i d e  
e d g e  o f  t h e  s u b u n i t .  I t  s h o u l d  be p o s s i b l e  t o  do t h i s  w i t h  
r i b o n u c l e a s e  a s  h a s  a l r e a d y  b e e n  done  w i t h  t h e  30S s u b u n i t  
( 9 , 6 8 #  6 9 , 7 8 , 8 2 ) ,  b u t  p r o b l e m s  m i g h t  be  e n c o u n t e r e d  due  t o  
t h e  f a c t  t h a t  t h e  u n f o l d e d  s t a t e  i s  c o n s i d e r a b l y  more s e n ­
s i t i v e  t o  d e g r a d a t i o n  t h a n  t h e  f o l d e d  s t a t e  ( 1 0 9 ) .  One method  
t h a t  h a s  g i v e n  some p r e l i m i n a r y  i n d i c a t i o n s  o f  s u c c e s s  i s  
t h a t  o f  s o n i c a t i o n  ( 6 ) ,  i n  w h i c h  t h e  e x t e n d e d  p i e c e  c o u l d  be 
b r o k e n  o f f  by v i o l e n t  a g i t a t i o n  f ro m  u l t r a s o n i c  s o u n d  w a v e s .
R e s e a r c h  P r o j e c t
T h i s  r e s e a r c h  p r o j e c t  c a n  be c o n v e n i e n t l y  d i v i d e d  i n t o  
two p a r t s .  The f i r s t  c o n s i s t e d  o f  p h y s i c a l  s t u d i e s  o f  t h e  
u n f o l d e d  30S s u b u n i t  o f  t h e  b a c t e r i a  E s c h e r i c h i a  c o l i  i n  
a n  a t t e m p t  t o  f i l l  a f ew o f  t h e  g a p s  i n  o u r  k n o w l e d g e  o f  
t h e  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  p a r t i c l e s .  The s e c o n d  was 
a n  a t t e m p t  t o  b r e a k  o f f  t h e  u n f o l d e d  p o r t i o n  o f  t h e  s u b u n i t  
by s o n i c a t i o n ,  i s o l a t e  t h e  r e s u l t i n g  f r a g m e n t s  an d  d e t e r m i n e
w h i c h  p r o t e i n s  were  p r e s e n t  on w h ic h  p i e c e s .
Among t h e  p h y s i c a l  s t u d i e s  t h a t  w er e  done was t h e  d e ­
t e r m i n a t i o n  o f  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  e x t r a p o l a t e d
t o  z e r o  c o n c e n t r a t i o n .  M e a s u r e m e n t  o f  t h e  e x t i n c t i o n  c o ­
e f f i c i e n t  a t  260 nm g a v e  a n  i n d i c a t i o n  o f  t h e  am ount  o f  
c h a n g e  i n  RNA s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  a s  w e l l  a s  a i d e d  i n  r a p i d  
d e t e r m i n a t i o n  o f  c o n c e n t r a t i o n .  The i n t r i n s i c  v i s c o s i t y  
p r o v i d e d  i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  s h a p e  o f  t h e  u n f o l d e d
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p a r t i c l e  t h a t  c o u l d  be c o m p a re d  t o  t h a t  o b t a i n e d  by x - r a y  
s c a t t e r i n g  i n  t h e  same b u f f e r  s y s t e m  ( 8 7 ) .  An a t t e m p t  uias 
made t o  d e t e r m i n e  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  by t h e  method o f  
s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m .  One o f  t h e  f a c t o r s  n e c e s s a r y  f o r  
t h i s  c a l c u l a t i o n  i s  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o lu m e o f  t h e  p a r ­
t i c l e ,  w h i c h  was a l s o  m e a s u r e d .  As a c h e c k  on w h e t h e r  any  
p r o t e i n  o r  RNA i s  l o s t  d u r i n g  t h e  u n f o l d i n g  p r o c e s s ,  t h e  
p e r c e n t  c o m p o s i t i o n  o f  RNA a n d  p r o t e i n  was a l s o  d e t e r m i n e d .
As h a s  b e e n  shown ( 6 ) ,  s o n i c a t i o n  o f  t h e  u n f o l d e d  p a r ­
t i c l e s  d o e s  r e s u l t  i n  t h e  b r e a k u p  o f  t h e  s i n g l e  peak  i n  t h e  
s c h l i e r e n  p a t t e r n  i n t o  s e v e r a l  p e a k s . The s e c o n d  p a r t  o f  
t h i s  p r o j e c t  c o n s i s t e d  o f  s o n i c a t i o n  o f  t h e  u n f o l d e d  30S 
s u b u n i t s  a n d  t h e n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  d i f f e r e n t  f r a c t i o n s  
t h a t  r e s u l t e d .  The p r o t e i n s  w e r e  e x t r a c t e d  f ro m  e a c h  f r a c t i o n  
a n d  a n a l y z e d  by a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  t o  d e t e r m i n e  
w h i c h  o f  t h e  30S p r o t e i n s  a r e  p r e s e n t  i n  w h i c h  f r a c t i o n .
CHAPTER II
MATERIALS AND METHODS
Gro w th  o f  B a c t e r i a
E s c h e r i c h i a  c o l l  MRE 6 0 0 ,  a s t r a i n  d e f i c i e n t  i n  r ibo-v 
n u c l e a s e  I ,  was u s e d  f o r  a l l  e x p e r i m e n t s .  The b a c t e r i a  w e r e  
g rown i n  a  f o u r t e e n  l i t e r  M i c r o f e r m  f e r m e n t e r . The media  
c o n s i s t e d  o f  t h e  f o l l o w i n g #
( WH^)2S 0 ^ - — 0. 4 g r a m s / l i t e r
............................................... 7 . 5
................. 9 . 0
NagHPO^
KHgPO^........ ...................................
  --
MgClg
CaClo
--------------------------    0 . 0 4 2
    0 . 0 1
F e ( N H ^ ) g ( S 0 ^ ) 2 ............  0 . 0 1 5
G l u c o s e - - - - - - - - - - - - - - - - - -  10
Y e a s t  E x t r a c t -   ------------- —  5
The c e l l s  w e re  h a r v e s t e d  a t  t h e  l a t e  l o g  p h a s e  o f  g r o w t h  a s  
d e t e r m i n e d  by p l o t t i n g  a c u r v e  o f  t h e  a b s o r b a n c e  v e r s u s  t i m e  
They w e r e  h a r v e s t e d  by c e n t r i f u g a t i o n  w i t h  a S h a r p i e s  S u p e r ­
c e n t r i f u g e  a n d  s t o r e d  i n  q u a n t i t i e s  o f  100 g rams  i n  a Revco  
f r e e z e r  a t  - 76°C  u n t i l  n e e d e d .  Some b a c t e r i a  w e re  a l s o  
r e c e i v e d  f r o m  t h e  U n i v e r s i t y  o f  W i s c o n s i n ,  c o u r t e s y  o f  D r s .  
W i l l i a m  S m i t h  a n d  Ja m es  Young.
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P r e p a r a t i o n  o f  R i b o s o m e s
i f f e r s  w e re  u s e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  
t h e  r i b o s o m e s . A l l  w e r e  a t  a pH o f  7«4«
70S B u f f e r -------------------------------- G.Olfl  MgClg
0.07M KCl 
O.Oim T r i s - H C l
655 Wash B u f f e r - - - - - - - - ' ^ - - -  0 . OIM MgClg
O.SOm NH^Cl 
O.OIW T r i s - H C l
3 0 / 5 0  B u f f e r ---------------------------- O.OOIW MgClg
o . i o m  KCl 
O.Oim T r i s - H C l
30S B u f f e r ------------------------------- O.OOIW WgCl2
0.07m KCl 
O.Oim T r i s - H C l
The f i r s t  s t e p  o f  t h e  p r e p a r a t i o n  c o n s i s t e d  o f  a  wash  i n  
w h i c h  100 g rams  o f  b a c t e r i a  w e re  s u s p e n d e d  i n  70S b u f f e r  
a n d  t h e  t o t a l  vo lume was b r o u g h t  t o  300 ml .  The b a c t e r i a  
w e r e  t h e n  s e d i m e n t e d  by c e n t r i f u g a t i o n  f o r  t e n  m i n u t e s  a t
1 2 , 0 0 0  X g on a Beckman J - 2 1  c e n t r i f u g e .  The c e l l s  were  
r e s u s p e n d e d  i n  new 70S b u f f e r  a n d  t h e  p r o c e s s  was r e p e a t e d  
a s e c o n d  t i m e .  A f t e r  t h e  s e c o n d  w as h ,  t h e  p a c k e d  c e l l s  were  
m i x e d  i n t o  a s l u r r y  w i t h  70S b u f f e r  a n d  a b o u t  40 m i s .  o f  
g l a s s  b e a d s .  The s l u r r y  was p l a c e d  i n  a  G i f f o r d - W o o d  m i n i -  
m i l l  a n d  g r o u n d  a t  2 2 , 0 0 0  rpm f o r  45 m i n u t e s .  The s a m p l e  
c o n t a i n e r  was k e p t  s u b m e r g e d  i n  a  s a l t e d  i c e  b a t h  a t  a l l  
t i m e s  t o  k e e p  t h e  t e m p e r a t u r e  a t  0 - 5 ° C .
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A f t e r  g r i n d i n g ,  t h e  s l u r r y  was r a p i d l y  d i l u t e d  t o  300 
ml w i t h  70S b u f f e r  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0  x g f o r  10 
m i n u t e s  t o  r e m o v e  t h e  g l a s s  b e a d s , The s u p e r n a t a n t  was t h e n  
c e n t r i f u g e d  f o r  a n  a d d i t i o n a l  45 m i n u t e s  a t  4 6 , 0 0 0  x g t o  
r e m o v e  t h e  l a r g e r  c e l l  d e b r i s .  The s u p e r n a t a n t  f rom t h i s  
r u n  was t h a n  f u r t h e r  c e n t r i f u g e d  a t  2 5 0 , 0 0 0  x g f o r  3 h o u r s  
i n  a T i 6 0  r o t o r  on a Beckman L350 u l t r a c e n t r i f u g e .  The c r u d e  
r i b o s o m e s  t h u s  s e d i m e n t e d  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  100 ml o f  655 
wash  b u f f e r  a n d  s t i r r e d  a t  4°C f o r  8 - 1 2  h o u r s .  T h i s  s o l u t i o n  
was c e n t r i f u g e d  a t  4 8 , 0 0 0  x g f o r  45 m i n u t e s  a n d  t h e n  f o r  
3 h o u r s  a t  2 5 0 , 0 0 0  x g .  The w a s h e d  r i b o s o m e s  w er e  r e s u s p e n d e d  
i n  35 ml o f  3 0 / 5 0  b u f f e r  a n d  e i t h e r  u s e d  i m m e d i a t e l y  o r  
f r o z e n  a t  - 7 6 ° C  u n t i l  n e e d e d .
S e p a r a t i o n  o f  R i b o s o m a l  S u b u n i t s
The w a s h e d  r i b o s o m e s  w e re  s e p a r a t e d  i n t o  t h e i r  305 and  
505 s u b u n i t s  i n  t h e  3 0 / 5 0  b u f f e r .  They w e re  s e p a r a t e d  on a 
1 0 - 3 0 ^  s u c r o s e  g r a d i e n t  i n  a T i l 5  z o n a l  r o t o r  w i t h  a B-29 
i n s e r t .  A g r a d i e n t  o f  800 ml was l o a d e d  w h i l e  t h e  r o t o r  was 
s p i n n i n g  a t  3000 rpm by an  I n t e r n a t i o n a l  G r a d i e n t  Pump. The 
r e m a i n d e r  o f  t h e  r o t o r  was t h e n  f i l l e d  w i t h  a  50^  s u c r o s e  
c u s h i o n  pumped on by a G i l s o n  M i n i p u l s  pump. The s a m p l e  
was a p p l i e d  i n  a 1 0 - 0 ^  i n v e r s e  g r a d i e n t  i n  a t o t a l  volume 
o f  70 ml .  The 3 0 / 5 0  b u f f e r  was o v e r l a y e d  o n t o  t h e  s a m p l e  
u n t i l  o n l y  a b o u t  150 ml o f  t h e  s u c r o s e  c u s h i o n  r e m a i n e d .  
The r o t o r  was s p u n  a t  1 2 0 , 0 0 0  x g f o r  9 , 5  h o u r s  a t  4°C.  
U n l o a d i n g  was d one  by pumping  3 0 / 5 0  b u f f e r  i n t o  t h e  c e n t e r ,
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f o r c i n g  t h e  s u c r o s e  o u t ,  w h e re  i t  was c o l l e c t e d  i n  10 ml 
f r a c t i o n s  on a G i l s o n  f r a c t i o n  c o l l e c t o r .  The a b s o r b a n c e  
was m o n i t o r e d  a t  254 nm by a C h r o m o t r o n i x  Model  220 A b s o r ­
b a n c e  d e t e c t o r  c o n n e c t e d  t o  an  O m n i s c r i b e  r e c o r d e r .
The f r a c t i o n s  w e re  p o o l e d ,  5 ml o f  0 , IM MgCl2  was a d d e d ,  
a n d  t h e  r i b o s o m a l  s u b u n i t s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  w i t h  two vo lumes  
o f  c o l d  95% e t h a n o l .  The s u s p e n s i o n s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t
2 7 , 0 0 0  X g f o r  15 m i n u t e s  a n d  t h e  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  
i n  5 - 1 0  ml o f  t h e  a p p r o p r i a t e  b u f f e r .  T h e s e  s o l u t i o n s  were  
f r o z e n  a t  - 7 6 ° C  u n t i l  n e e d e d .
U n f o l d i n g  t h e  305 S u b u n i t
The 305 s u b u n i t s  w e r e  u n f o l d e d  u s i n g  t h e  method  o f  
S m i t h  ( 6 3 ) ,  The b u f f e r  u s e d ,  h e r e a f t e r  r e f e r r e d  t o  a s  238 
b u f f e r , c o n t a i n e d  O.OIM EDTA, O.OIM KCl,  a n d  O.OIM T r i s - H C l .
I t  h ad  a  pH o f  7 . 4 .  A l l  p h y s i c a l  m e a s u r e m e n t s  w er e  made i n  
t h i s  b u f f e r  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  c f  t h e  p r o t e i n  t o  RNA r a t i o s .  
T o r  t h a t  d e t e r m i n a t i o n  O.lOmM MgClg was s u b s t i t u t e d  f o r  t h e  
O.OIM EDTA t o  p r e v e n t  c h e l a t i o n  o f  t h e  m e t a l  i o n s  i n v o l v e d  
i n  t h e  a s s a y .  A l s o  on o c c a s i o n  d i f f e r e n t  b u f f e r s  w e r e  u s e d  
f o r  c o m p a r a t i v e  p u r p o s e s .  T h e s e  c o n t a i n e d  O.lmM MgClg i n s t e a d  
o f  EDTA a n d / o r  O.IOM KCl i n s t e a d  o f  0.07M KCl.
D i a l y s i s  t u b i n g ,  one  q u a r t e r  i n c h  d i a m e t e r ,  was h e a t e d  
f o r  t h r e e  d a y s  a t  1 0 0 ° C . I t  was t h e n  c u t  i n t o  s t r i p s  o f  
o n e  f o o t  a n d  h e a t e d  t o  80°C f o r  t h i r t y  m i n u t e s  i n  a s o l u t i o n  
o f  5 . 4  X 10"^m EDTA, 1 . 4  x 10"^m NaHCO^, a n d  7 . 0  x IO"^m 
M e r c a p t o e t h a n o l .  The t u b i n g  was t h e n  w a s h e d  e x t e n s i v e l y
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u i i t h  d e i o n i z e d  w a t e r  a n d  s t o r e d  i n  d e i o n i z e d  w a t e r  u n t i l  
u s e d .
A s o l u t i o n  o f  305 s u b u n i t s  was d i a l y z e d  a g a i n s t  400 
v o l u m e s  o f  235 b u f f e r  f o r  24 h o u r s  w i t h  t h r e e  o r  f o u r  c h a n g e s  
o f  t h e  b u f f e r .  I t  was t h e n  c h e c k e d  f o r  h o m o g e n e i t y  on a 
Beckman Model  E A n a l y t i c a l  U l t r a c e n t r i f u g e .  P i c t u r e s  o f  
t h e  s e d i m e n t a t i o n  p a t t e r n  o f  a l l  r u n s  w e re  r e c o r d e d  on Kodak 
O r t h o  C o n t r a s t  f i l m .
S e d i m e n t a t i o n  C o e f f i c i e n t
To o b t a i n  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  a t  z e r o  c o n c e n ­
t r a t i o n »  i t  was n e c e s s a r y  t o  make s e v e r a l  s e d i m e n t a t i o n  
v e l o c i t y  r u n s  a t  d i f f e r e n t  s u b u n i t  c o n c e n t r a t i o n s .  A l l  r u n s  
w e r e  made on a Beckman Model  E A n a l y t i c a l  U l t r a c e n t r i f u g e  
w i t h  s c h l i e r e n  o p t i c s »  u s i n g  an  AN-D r o t o r  a t  60»000 rpm.  
P i c t u r e s  w e r e  t a k e n  a t  f o u r  m i n u t e  i n t e r v a l s  on Kodak 
M e t a l l o g r a p h i c  g l a s s  p l a t e s  » a n d  t h e  r e s u l t i n g  p e a k s  m e a s u r e d  
on  a Nikon  Model  6C M i c r o c o m p a r i t o r .
To c a l c u l a t e  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  a Wang 600 
c a l c u l a t o r  was p rogrammed t o  u s e  t h e  e q u a t i o n
I n  r ^ , ( t )  -  I n  r ^ ( t g )
s  s
0)^(t  -  t _ )O
w h e r e  r ^ ( t )  i s  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  pe a k  a t  t i m e  t  a n d  w 
i s  t h e  a n g u l a r  v e l o c i t y .  The v a l u e  was c o r r e c t e d  t o  a 
w a t e r  s o l u t i o n  a t  20°C w i t h  t h e  f o r m u l a
®20,w = ®
( 1  -  v p ) 2 0 . w  ^ T . b  
-  ^ ^ H , b  ^20»w
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w h e r e  v i s  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e ,  p t h e  d e n s i t y ,  and  
V t h e  v i s c o s i t y  o f  t h e  s o l u t i o n .  T,  b ,  a n d  ui r e f e r  t o  t em­
p e r a t u r e ,  b u f f e r  a n d  w a t e r  r e s p e c t i v e l y .
The c o n c e n t r a t i o n  was a l s o  c o r r e c t e d  f o r  r a d i a l  d i l u t i o n  
w i t h  t h e  f o r m u l a
t • (if)
w h e r e  i s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  a t  z e r o  t i m e , r ^  i s  t h e  d i s t a n c e  
o f  t h e  m e n i s c u s  f ro m  t h e  c e n t e r  o f  r o t a t i o n ,  i s  t h e  c o n ­
c e n t r a t i o n  a t  t i m e  t ,  a n d  r ^  i s  t h e  d i s t a n c e  o f  t h e  s c h l i e r e n  
p e a k  f ro m t h e  c e n t e r  o f  r o t a t i o n  a t  t i m e  t .  To o b t a i n  an  
a v e r a g e  v a l u e  f o r  t h e  f i v e  p i c t u r e s ,  t h e  v a l u e s  o f  r ^  an d  
r ^  w e r e  m e a s u r e d  f o r  t h e  t h i r d  p i c t u r e  o f  t h e  s e r i e s .  A l l  
v a l u e s  f o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  a t  z e r o  t i m e  w e r e  b a s e d  on o p ­
t i c a l  d e n s i t y  m e a s u r e m e n t s  a t  260 nm t a k e n  on a Cary  15 
S p e c t r o p h o t o m e t e r .
The v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  
i n  w a t e r  a t  20°C w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  c o n c e n t r a t i o n  a f t e r  
w h i c h  t h e  b e s t  l i n e  t h r o u g h  t h e  p o i n t s  was d e t e r m i n e d  by 
t h e  m e th od  o f  l e a s t  s q u a r e s .  The l i n e  t h e n  was e x t r a p o l a t e d  
t o  z e r o  c o n c e n t r a t i o n  t o  g i v e  t h e  v a l u e  f o r  t h e  s ^ q 
The c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n c y  o f  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  
was d e t e r m i n e d  by t h e  e q u a t i o n
® 2 0 , im ® ®20,w "
w h e r e  C i s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  k a c o n s t a n t  t h a t  i s  a l s o
t h e  s l o p e  o f  t h e  l i n e  f o r m e d  by g r a p h i n g  t h e  s ^ ^  a g a i n s tz u , w
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c o n c e n t r a t i o n .
P a r t i a l  S p e c i f i c  Volume a n d  E x t i n c t i o n  C o e f f i c i e n t
The a p p a r e n t  s p e c i f i c  v o l u m e ,  </>, was c a l c u l a t e d  u s i n g  
t h e  e q u a t i o n
* ■ h (" ■
w h e r e  i s  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  s o l v e n t ,  p i s  t h e  d e n s i t y  o f  
t h e  s o l u t i o n ,  a n d  c i s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s o l u t e .  The 
d e n s i t i t e s  w e r e  d e t e r m i n e d  on an  A n t o n  P a a r  DMA-02C P r e c i s i o n  
D e n s i t y  M e t e r . T h i s  i n s t r u m e n t  w o rk s  on t h e  p r i n c i p l e  t h a t  
t h e  p e r i o d  o f  o s c i l l a t i o n  o f  a v i b r a t i n g  s o l i d  o f  c o n s t a n t  
vo lu m e  w i l l  d e p e n d  o n l y  on t h e  m a s s ,  h e n c e  t h e  d e n s i t y ,  o f  
t h e  m a t e r i a l  ( 4 9 ) .  The s o l u t i o n  o f  u n f o l d e d  r i b o s o m a l  s u b ­
u n i t s  was p l a c e d  i n t o  a  h o l l o w  o s c i l l a t i n g  g l a s s  c a v i t y  and  
t h e  p e r i o d  o f  t h e  o s c i l l a t i o n  m e a s u r e d  a t  a  t e m p e r a t u r e  o f  
4 + 0 . G 0 2 ° C .  f r o m  t h e  e q u a t i o n
P i  - p 2 - ^ — t 2 )
i t  i s  p o s s i b l e  t o  c a l c u l a t e  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  s o l u t i o n .
T h i s  was done  on a Wang 600 c a l c u l a t o r  i n t e r f a c e d  w i t h  t h e  
d e n s i t y  m e t e r . D i s t i l l e d  a n d  d e i o n i z e d  w a t e r  was u s e d  a s  
a s t a n d a r d  a n d  t h e  m a c h i n e  c o n s t a n t .  A, was m e a s u r e d  by 
c a l i b r a t i o n  w i t h  s t a n d a r d  s a l t  s o l u t i o n .
The c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  d i f f e r e n t  s o l u t i o n s  u s e d  were  
d e t e r m i n e d  by d r y  w e i g h t  a n a l y s i s  ( 4 3 ) .  Two ml s a m p l e s  were  
w e i g h e d ,  l y o p h i l i z e d  f o r  2 4 - 3 6  h o u r s ,  a n d  t h e n  h e a t e d  t o  a
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c o n s t a n t  w e i g h t  a t  100°C i n  a T h e l c o  Model  19 vacuum o v e n .
The c o n c e n t r a t i o n  was p l o t t e d  a g a i n s t  d e n s i t y  t o  g i v e  t h e  
a p p a r e n t  s p e c i f i c  v o l u m e .  S i n c e  no c h a n g e  was o b s e r v e d  i n  
t h e  a p p a r e n t  s p e c i f i c  vo lume w i t h  c h a n g i n g  c o n c e n t r a t i o n ,  i t  
i s  a l s o  e q u a l  t o  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o lu m e .
The e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  a one  p e r c e n t  s o l u t i o n  a t  
260 nm was d e t e r m i n e d  on t h e  same s a m p l e s  on w h ich  t h e  p a r ­
t i a l  s p e c i f i c  vo lume d a t a  w e re  t a k e n .  B e f o r e  l y o p h i l i r a t i o n ,  
d i l u t i o n s  w e re  t a k e n  o f  e a c h  s a m p l e  a n d  t h e  a b s o r b a n c e  was 
m e a s u r e d  on a C a r y  15 S p e c t r o p h o t o m e t e r .  The d r y  w e i g h t s  
w e r e  t h e n  u s e d  a s  a  m e a s u r e  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  u n f o l d e d
p a r t i c l e s  i n  e a c h  s o l u t i o n .
I n t r i n s i c  V i s c o s i t y
The i n t r i n s i c  v i x c o s i t y  was d e t e r m i n e d  by t a k i n g  t h e  
l i m i t  o f  t h e  r e d u c e d  v i s c o s i t y  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  a p p r o a c h e s  
z e r o .  The r e d u c e d  v i s c o s i t y  was c a l c u l a t e d  f ro m  t h e  e q u a t i o n
^ sp _ p t  — 0 o to
C p o t o C
w h e r e  r ig p /c  i s  t h e  r e d u c e d  v i s c o s i t y ,  p t h e  d e n s i t y  o f  t h e  
s a m p l e , p ^  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  s o l u t i o n ,  t  t h e  t i m e  o f  f l o w  
o f  t h e  s a m p l e  t o  t h e  t i m e  o f  f l o w  o f  t h e  s o l u t i o n ,  an d  c t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s o l u t e .  The  r a t e s  o f  f l o w  o f  s o l u t i o n s  
c o n t a i n i n g  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  u n f o l d e d  s u b u n i t s  
w e r e  m e a s u r e d  i n  a U b b e l o h d e  v i s c o m e t e r  e q u i l i b r a t e d  i n  a 
w a t e r  b a t h  a t  20 ^  0 . 0 02 °C .  The t i m e  was r e c o r d e d  t o  t h e
n e a r e s t  0 . 0 5  s e c o n d .  A l l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  r i b o s o m a l
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s o l u t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  f ro m  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  o f  d i ­
l u t i o n s  m e a s u r e d  on a C a ry  15 S p e c t r o p h o t o m e t e r .  D e n s i t i e s  
w e r e  m e a s u r e d  on a n  A n t o n  P a r r  DMA-02C P r e c i s i o n  D e n s i t y  
M e t e r . The c a l c u l a t e d  v a l u e s  o f  t h e  r e d u c e d  v i s c o s i t y  w er e  
g r a p h e d  v e r s u s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  u n f o l d e d  r i b o s o m a l  s u b ­
u n i t s  a n d  t h e  b e s t  f i t t i n g  l i n e  was f o u n d  by t h e  l e a s t  
s q u a r e s  m e t h o d .
M o l e c u l a r  W e i g h t
M o l e c u l a r  w e i g h t s  w e r e  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  h i g h - s p e e d  
e q u i l i b r i u m  me th od  o f  Y p h a n t i s  ( 1 1 2 ) .  The m o l e c u l a r  w e i g h t  
c a n  t h e n  be  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  e q u a t i o n
m .  2R I  d lnC 
( l - v p ) w  d r
w h e r e  C i s  t h e  c o n c e n t r a t i o n ,  r  i s  t h e  d i s t a n c e  f r o m  t h e  
c e n t e r  o f  r o t a t i o n ,  w i s  t h e  a n g u l a r  v e l o c i t y ,  p i s  t h e  
d e n s i t y  o f  t h e  s o l u t i o n ,  v i s  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  volume 
o f  t h e  s o l u t e ,  T i s  t h e  t e m p e r a t u r e ,  and  R i s  t h e  g a s  c o n ­
s t a n t .  A Beckman Model  E a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  e q u i p p e d  
w i t h  R a y l e i g h  i n t e r f e r e n c e  o p t i c s  was u s e d .  A l l  r u n s  were  
made w i t h  a n  AN-J r o t o r  a t  6 , 0 0 0  rpm a n d  a  t e m p e r a t u r e  o f  
4 ° C . S a m p l e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  0 . 5  mg/ml .  The s a m p l e s  
u s e d  w e r e  t o o  d i l u t e  t o  c h e c k  by s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y ,  b u t  
c o n c e n t r a t e d  s t o c k  s o l u t i o n s  o f  t h e  same s a m p l e s  w er e  c h e c k e d  
f o r  h o m o g e n e i t y  by s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y .  The i n t e r f e r e n c e  
p a t t e r n s  w e r e  r e c o r d e d  on Kodak I I - G  g l a s s  p l a t e s  an d  t h e  
f r i n g e s  w e r e  m e a s u r e d  on a N ikon  Model  6C M i c r o c o m p a r i t o r .
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C a l c u l a t i o n s  w e re  done  on a PDP-10 c o m p u t e r  u s i n g  a p r o g ra m  
t h a t  g a v e  t h e  n u m b e r , w e i g h t , a n d  z - a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t s .
S o n i c a t i o n
A s o l u t i o n  o f  1 0 - 1 5  m l , c o n t a i n i n g  1 0 0 - 2 0 0  mg o f  u n ­
f o l d e d  s u b u n i t s , was p l a c e d  i n  a 30 ml g l a s s  b e a k e r . The 
t i p  o f  a B r o n w i l l  Mark I I I  s o n i c a t o r  was p l a c e d  i n  t h e  s o l u ­
t i o n  s o  t h a t  t h e  t i p  was c o m p l e t e l y  c o v e r e d  b u t  n o t  t o u c h i n g  
t h e  s i d e s  o r  t h e  b o t t o m  o f  t h e  b e a k e r .  The s a m p l e  was s o n i c a ­
t e d  f o r  2 - 5  m i n u t e s .  The b e a k e r  was k e p t  im m e rse d  i n  a s a l t e d  
i c e  w a t e r  b a t h  a t  a l l  t i m e s  d u r i n g  t h e  procedure.
I m m e d i a t e l y  a f t e r  s o n i c a t i o n  t h e  s a m p l e  was c h e c k e d  f o r  
t h e  p r e s e n c e  o f  f r a g m e n t s  by s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  i n  t h e  
Model  E u l t r a c e n t r i f u g e  end t h e n  a p p l i e d  t o  a 10-30% s u c r o s e  
g r a d i e n t  i n  a T115 z o n a l  r o t o r .  The s a m p l e  was p u t  on i n  a 
10-0% i n v e r s e  g r a d i e n t  i n  a t o t a l  vo lume o f  70 ml .  The r o t o r  
was  u n l o a d e d  a n d  10 ml f r a c t i o n s  w er e  c o l l e c t e d  w i t h  t h e  
a b s o r b a n c e  b e i n g  m o n i t o r e d  a t  254 nm.
E a c h  f r a c t i o n  was p r e c i p i t a t e d  w i t h  two vo l um e s  o f  
c o l d  e t h a n o l ,  c e n t r i f u g e d  a t  2 7 , 0 0 0  x g f o r  15 m i n u t e s ,  and  
r e s u s p e n d e d  i n  a  b u f f e r  c o n s i s t i n g  o f  0 . 0 0 0 1  M MgCl2  # 0 . 0 7  |Y] 
KCl ,  a n d  0 . 0 1  M T r i s - H C l  a t  a pH o f  7 . 4 .  They  w e re  t h e n  
d i a l y z e d  a g a i n s t  400  v o l u m e s  o f  t h i s  same b u f f e r  f o r  t h r e e  
h o u r s  t o  r em o v e  a n y  r e m a i n i n g  s u c r o s e  o r  e t h a n o l .  Eac h  
s a m p l e  was t h e n  f r o z e n  a t  - 7 6 °C  u n t i l  n e e d e d .
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P r o t e i n  t o  RNA R a t i o s
The c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  was a s s a y e d  by t h e  method 
o f  Lowry ( 5 5 )  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  RNA was a s s a y e d  by 
t h e  O T c i n o l  m e th od  ( 2 0 ) « S a l t - f r e e  l y s o z y m e  was u s e d  a s  a 
s t a n d a r d  f o r  t h e  p r o t e i n  a n d  165 r i b o s o m a l  RNA was u s e d  a s  a 
s t a n d a r d  f o r  t h e  RNA a s s a y ,  F o r  t h e  305 s u b u n i t s  and  t h e  
u n f o l d e d  s u b u n i t s  c o n c e n t r a t i o n s  w e re  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  
a b s o r b a n c e  a t  260 nm. S i n c e  a c c u r a t e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  
d a t a  was l a c k i n g  f o r  t h e  f r a c t i o n s  f ro m t h e  s o n i c a t i o n  e x ­
p e r i m e n t s ,  a l i q u o t s  o f  e a c h  w e r e  t a k e n  a n d  t h e  r a t i o  o f  t h e  
RNA a n d  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  c a l c u l a t e d .
G e l  E l e c t r o p h o r e s i s
S a m p l e s  o f  t h e  30S s u b u n i t s ,  u n f o l d e d  s u b u n i t s ,  a n d  t h e  
f r a c t i o n s  f r o m  t h e  s o n i c a t i o n  e x p e r i m e n t  w er e  a n a l y z e d  by 
a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  t h e  l a b o r a t o r y  o f  Dr ,  
R o b e r t  T r a u t  a t  t h e  U n i v e r s i t y  o f  C a l i f o r n i a  a t  D a v i s . Bo th  
t h e  RNA a n d  t h e  p r o t e i n s  f ro m  e a c h  s a m p l e  w e re  r u n .
The g a l s  f o r  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h e  RNA w e r e  t h e  
f o l l o w i n g #
I - -  - - - 2 . 3 5 j l  A c r y l a m i d e ,  0 , 1 5 ^  M e t h y l e n e -
b i s a c r y l a m i d e ,  0,5% Sod iu m  D o d e c y l -  
s u l f a t e ,  p H - 8 , 5 ,
I I --------------- - 3 , 5 3 ^  A c r y l a m i d e ,  0 , 2 3 ^  M e t h y l e n e -
b i s a c r y l a m i d e ,  1 . 0 ^  So d i um  D o d e c y l -  
s u l f a t e ,  p H - 6 , 5
32
I I I - -  — - - - - 4 , 7 0 j 5  A c r y l a m i d e ,  0.30JS W e t h y l e n e -  
b i s a c r y l a m i d e , 1 . 0 ^  Sodium D o d e c y l -  
s u l f a t e ,  p H - 0 , 5  
A p p r o x i m a t e l y  5 0 - 7 0  m i c r o g r a m s  o f  RNA w e r e  a d d e d  a f t e r  t h e  
p o l y m e r i z a t i o n  o f  t h e  g e l s  a n d  a c u r r e n t  o f  5 m i l l i a m p e r e s  
p e r  t u b e  was a p p l i e d .
The p r o t e i n s  w e r e  r u n  on s l a b  g e l s  c o n t a i n i n g  7 . 5 ^  
a c r y l a m i d e ,  0 . 8 ^  m e t h y l e n e b i s a c r y l a m i d e ,  a n d  8 M u r e a .  The 
s a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  m a n n e r . To 200 m i c r o ­
l i t e r s  o f  r i b o n u c l e o p r o t e i n  s o l u t i o n  was a d d e d  20 m i c r o l i t e r s  
o f  0 . 2  m EDTA. T h i s  was f o l l o w e d  by 10 m i c r o l i t e r s  e a c h  o f  
T1 r i b o n u c l e a s e  a n d  r i b o n u c l e a s e  A. The m i x t u r e  was i n c u b a t e d  
a t  37°C f o r  15 m i n u t e s .  An e q u a l  vo lume o f  8 M u r e a  was 
a d d e d  a n d  i t  was i n c u b a t e d  f o r  a n  a d d i t i o n a l  15 m i n u t e s  a t  
3 7 ° C .  Enough  s o l i d  u r e a  was t h e n  a d d e d  t o  d i s s o l v e  a n y  
p r e c i p i t a t e d  p r o t e i n .  A b o u t  50 m i c r o g r a m s  o f  p r o t e i n  f ro m 
e a c h  s a m p l e  was t h e n  a p p l i e d  t o  t h e  g e l ,  w h i c h  was c o n n e c t e d  
t o  a  c u r r e n t  o f  25 m i l l i a m p e r e s  p e r  s l a b .
CHAPTER I I I  
RESULTS
P r e p a r a t i o n  o f  R i b o s o m a l  S u b u n i t s  a n d  U n f o l d e d  S u b u n i t s
G r i n d i n g  t h e  c e l l s  i n  t h e  G i f f o r d - W o o d  M i n i m i l l  p r o d u c e d  
a v e r a g e  y i e l d s  o f  c r u d e  r i b o s o m e s  o f  f r o m  1 - 2 ^  o f  t h e  p a c k e d  
c e l l  uiet w e i g h t .  I t  was f o u n d  t h a t  t h e  b e s t  s e p a r a t i o n  o f  
t h e  30S a n d  SOS s u b u n i t s  ( f i g u r e  l a )  c o u l d  be o b t a i n e d  by 
z o n a l  c e n t r i f u g a t i o n  u s i n g  a b o u t  800 mg a t  one  t i m e  ( f i g u r e  
2 ) .  T h i s  g a v e  a  f i n a l  y i e l d  o f  a b o u t  200 mg o f  30S s u b u n i t s  
p e r  r u n .  T h e s e  a p p e a r e d  a s  a  s i n g l e  p ea k  i n  t h e  s c h l i e r e n  
p a t t e r n  when a n a l y z e d  by s e d i m e n t a t i o n  v e l o c i t y  c e n t r i f u g a t i o n  
( f i g u r e  l b ) .
D i a l y s i s  o f  t h e  3 OS s u b u n i t s  a g a i n s t  23S b u f f e r  r e s u l t e d  
i n  t h e  l o w e r i n g  o f  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  t o  1 6 - 1 6 S .  
When v i e w e d  i n  t h e  u l t r a c e n t r i f u g e ,  t h e  u n f o l d e d  s u b u n i t s  
h a d  a  s c h l i e r e n  p a t t e r n  c o n s i s t i n g  o f  a s i n g l e  s h a r p  peak  
( f i g u r e  I c )  . T h e r e  was o f t e n  a  s m a l l  p e a k  c o n s i s t i n g  o f  
m a t e r i a l  s e d i m e n t i n g  a t  12-14S  a n d  making  up a p p r o x i m a t e l y  
5 - 1 0 ^  o f  t h e  m a t e r i a l  b e i n g  s e d i m e n t e d .  D i a l y s i s  a g a i n s t  
b u f f e r s  c o n t a i n i n g  l o w e r  o r  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  EDTA or  
KCl d i d  n o t  c h a n g e  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h i s  s m a l l  p e a k .  W h e t h e r  
t h i s  s l o w e r  s e d i m e n t i n g  m a t e r i a l  r e s u l t e d  f ro m  d e g r a d a t i o n  
o f  t h e  u n f o l d e d  s u b u n i t s  o r  f r o m  a f u r t h e r  u n f o l d i n g  i s  n o t  
known,  a l t h o u g h  t h e  f o r m e r  a p p e a r s  more l i k e l y .
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F i g u r e  1,  S c h l i e r e n  p a t t e r n s  o f  E . c o l i  r i b o s o m a l  s u b u n i t s , 
303 s u b u n i t s  a n d  235 u n f o l d e d  s u b u n i t s # ( a )  303 a nd  503
u n f r a c t i o n a t e d  r i b o s o m a l  s u b u n i t s , ( b )  303 s u b u n i t s ,  ( c )  233 
u n f o l d e d  s u b u n i t s . A l l  p i c t u r e s  w er e  t a k e n  12 m i n u t e s  a f t e r  
r e a c h i n g  a s p e e d  o f  6 0 , 0 0 0  rpm,  a t  a t e m p e r a t u r e  o f  4°C,  and  
a p h a s e  p l a t e  a n g l e  o f  75 .  S e d i m e n t a t i o n  i s  f ro m l e f t  t o  
r i g h t .
2.2
2.0
in
n
<D
5 0 5 30 S
0 . 4
10 20 30 40 50 60
F r a c t i o n  Number
70 woi
F i g u r e  2.  S e p a r a t i o n  o f  3QS and 5OS r i b o s o m a l  s u b u n i t s  on a 10-30^  s u c r o s e  
g r a d i e n t  i n  a Ti*15 z o n a l  r o t o r .
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S e d i m e n t a t i o n  C o e f f i c i e n t
1 c o e f f i c i e n t  c o r r e c t e d  t o  t w e n t y  
d e g r e e s  i n  w a t e r  a n d  e x t r a p o l a t e d  t o  z e r o  c o n c e n t r a t i o n  
(S g g  was shown t o  be  2 2 , 8  + 0 . 3  f o r  t h e  p a r t i c l e s  o b t a i n e d  
w i t h  t h e  s t a n d a r d  EDTA b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 , 0 7  W KCl ( F i g u r e  
3 e n d  T a b l e  I ) .  I f  a  b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 , 1  mW WgCl2 # 0 . 1 0  W 
KCl ,  a n d  0 . 0 1  IYI T r i s - H C l  was u s e d ,  a  f a s t e r  s e d i m e n t i n g  
s p e c i e s  was s e e n .  The s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h i s  p a r ­
t i c l e  was d e t e r m i n e d  t o  be 2 5 , 7  + 0 , 4  ( F i g u r e  3 a n d  T a b l e  1 ) .
T a b l e  I
S e d i m e n t a t i o n  C o e f f i c i e n t s  a n d  C o n c e n t r a t i o n s  o f  U n f o l d e d
30S S u b u n i t s
0 , 0 1  M NSg EDTA 
0 , 0 1  M KCl 
0.01 m Tria-HCl
f m q / m l )  s 20.W
0 . 0 0 0 1  m MgClg 
0 . 1 0  M KCl 
0 . 0 1  m T r i s - H C l
Cone ,  ( m g / m l )  Sgg
3 , 5 8 1 8 . 9 2 1 . 3 6 2 4 . 4 2
4 , 1 5 1 8 . 2 8 2 , 1 4 2 3 . 1 3
4 . 7 0 1 7 . 7 6 4 , 0 6 2 1 . 6 8
5 . 2 3 1 6 , 9 9 5 , 7 2 1 9 , 5 8
5 . 9 2 1 6 , 5 2
6 . 4 8 1 5 . 6 5
3 6
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3 3
O 3 0
16
14
8 96 743 531
C o n c e n t r a t i o n  ( mg / m l )
F i g u r e  3 .  E x t r a p o l a t i o n  t o  i n f i n i t e  d i l u t i o n  o f  v a l u e szu f Uf
o b t a i n e d  f o r  u n f o l d e d  305 r i b o s o m a l  s u b u n i t s *  ( * )  0 .0 1  M Na-EDTA, 
0 . 0 7  M KCl, 0 . 0 1  M T r i s - H C l ,  ( o )  0 . 1  mM MgClg, 0 . 1  M KCl, 0 ,0 1  fl 
T r i s - H C l .
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B l a i r  ( 6 )  i n  h i s  work w i t h  t h e  u n f o l d e d  s p e c i e s  he
o b t a i n e d  u s i n g  0 . 1  mW lYlgClg, 0 . 0 7  M KCl,  0 . 0 1  W T r i s - H C l
b u f f e r  m e a s u r e d  an  s 2 ^  o f  2 3 . 3 ,  T h i s  i s  w i t h i n  e r r o r, w
o f  t h a t  o b t a i n e d  w i t h  235 EDTA b u f f e r ,  b u t  when p l o t t e d  on 
a g r a p h  t h e  p o i n t s  f o r m  two d i s t i n c t  l i n e s . S i n c e  0 . 0 1  PI 
EDTA s h o u l d  c h e l a t e  a l l  a v a i l a b l e  Plg*^ i n  t h e  s y s t e m  i t  i s  
p o s s i b l e  t h a t  t h i s  w ou ld  r e s u l t  i n  a p a r t i c l e  t h a t  i s  s l i g h t l y  
more  u n f o l d e d  t h a n  t h a t  f o u n d  when t h e  s y s t e m  s t i l l  c o n t a i n s  
0 . 1  mW Mg*^. I f  t h i s  i s  s o  i t  m i g h t  be  p o s s i b l e  t o  r e f o l d  
t h e  2 2 . 8 5  p a r t i c l e  t o  t h e  2 3 . 3  s t a t e .  An a t t e m p t  was made 
t o  do t h i s  by d i a l y z i n g  a g a i n s t  0 . 1  mPi PlgCl2 # 0 . 0 7  PI KCl,
0 . 0 1  M T r i s - H C l ,  a  s a m p l e  t h a t  had  p r e v i o u s l y  b e e n  u n f o l d e d  
w i t h  t h e  s t a n d a r d  EDTA b u f f e r .  No c h a n g e  was d e t e c t e d  i n  
t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t .  I f  t h e r e  i s  a d i f f e r e n c e  i n  
t h e  a m o u n t  o f  u n f o l d i n g  b e t w e e n  t h e  two p a r t i c l e s  i t  i s  
a p p a r e n t l y  i r r e v e r s i b l e .
B l a i r  ( 6 )  had  a l s o  n o t i c e d  t h a t  t h e r e  a p p e a r e d  t o  be a 
t r a n s i e n t  i n t e r m e d i a t e  s t a t e  b e t w e e n  t h e  305 s u b u n i t  a n d  t h e  
235 u n f o l d e d  s t a t e .  He e s t i m a t e d  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i ­
c i e n t  o f  t h i s  p a r t i c l e  t o  be  a b o u t  2 7 5 ,  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  
t h e  2 5 . 7 5  s t a t e  i s o l a t e d  w i t h  a 0 . 1  mPI Mg*^ b u f f e r  c o n t a i n i n g  
0 . 1  M i n s t e a d  o f  0 . 0 7  PI KCl i s  t h i s  i n t e r m e d i a t e  u n f o l d e d  
s t a t e .  The s l i g h t  i n c r e a s e  i n  t h e  p o t a s s i u m  i o n  c o n c e n t r a t i o n  
i s  a p p a r e n t l y  e n o u g h  t o  s t a b i l i z e  a  more c o m p a c t  c o n f i g u r a t i o n .
The c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n c y  o f  b o t h  u n f o l d e d  s t a t e s  
i s  c o n s i d e r a b l y  more  t h a n  t h a t  o f  t h e  305 s u b u n i t .  H i l l ,
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e t  a l ,  ( 4 3 )  o b t a i n e d  a  v a l u e  o f  0 . 5  S v e d b e r g - m l  p e r  mg f o r  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n c y  c o n s t a n t  o f  t h e  30S s u b u n i t .
B o t h  o f  t h e  u n f o l d e d  s t a t e s  h a v e  d e p e n d e n c y  c o n s t a n t s  o f  
a p p r o x i m a t e l y  1 . 1  S v e d b e r g - m l  p e r  mg. The d e p e n d e n c e  o f  
t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  on c o n c e n t r a t i o n  p r o b a b l y  r e ­
s u l t s  f ro m  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  s e d i m e n t i n g  m o l e c u l e s .
The  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n c i e s  o f  t h e  u n f o l d e d  3OS 
s u b u n i t s  w ou ld  t e n d  t o  c o n f i r m  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e y  
e x i s t  i n  a  more e x t e n d e d  c o n f o r m a t i o n  t h a n  t h e  303 s u b u n i t s .
P a r t i a l  S p e c i f i c  Volume
The p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e ,  v ,  was c a l c u l a t e d  f ro m  t h e  
s l o p e  o f  t h e  l i n e  f o r m e d  by g r a p h i n g  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  
s o l u t i o n  o f  u n f o l d e d  s u b u n i t s  v e r s u s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
t h e  u n f o l d e d  s u b u n i t s  a s  d e t e r m i n e d  by d r y  w e i g h t  a n a l y s i s  
( F i g u r e  4 ) .  The s l o p e  o f  t h e  l i n e  g i v e s  t h e  a p p a r e n t  s p e c i f i c  
v o l u m e  i n s t e a d  o f  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e ,  b u t  s i n c e  no 
c h a n g e  was o b s e r v e d  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n c y  o v e r  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  u s e d  i t  was a s s u m e d  t o  be  e q u d l  t o  t h e  
p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e .  The m e a s u r e m e n t s  w e r e  made i n  two 
d i f f e r e n t  b u f f e r  s y s t e m s .  One was t h e  s t a n d a r d  23S EDTA 
b u f f e r  w h i l e  t h e  o t h e r  d i f f e r e d  i n  h a v i n g  0 . 1 0  M KCl i n s t e a d  
o f  0 . 0 7  m. T h i s  d i d  n o t  a p p e a r  t o  a f f e c t  t h e  s e d i m e n t a t i o n  
c o e f f i c i e n t s .  F o r  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o lu m e s  t h e  v a l u e s  
o f  0 . 6 2 1  ♦ 0 . 0 0 5  m l / g  a n d  0 . 6 2 5  * 0 . 0 0 5  m l / g  w e re  c a l c u l a t e d  
f o r  t h e  b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 . 0 7  IYI KCl a n d  0 , 1 0  M KCl r e s p e c ­
t i v e l y  ( F i g u r e  4 a n d  T a b l e  I I ) .  T h e s e  v a l u e s  d i f f e r  c o n s i d e r -
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C o n c e n t r a t i o n  ( m g / m l )
F i g u r e  4 .  E x t r a p o l a t i o n  t o  i n f i n i t e  d i l u t i o n  o f  
d e n s i t y  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  u n f o l d e d  305 r i b o s o m a l  
s u b u n i t s #  ( + ) 0 . 0 1  m N82 EDTA, 0 . 0 7  M KCl ,  0 . 0 1  IYI 
T r i s - H C l ,  ( o )  0 . 0 1  W Na2  EDTA, 0 . 1  IYI KCl ,  0 . 0 1  IY1 
T r i s - H C l .
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a b l y  f r o m  t h e  v a l u e s  o f  0 . 5 9  m l / g  t h a t  h a v e  b e e n  m e a s u r e d  
f o r  t h e  305 s u b u n i t .
T a b l e  I I
D e n s i t i e s  a n d  C o n c e n t r a t i o n s  o f  U n f o l d e d  305 S u b u n i t s
0 . 0 1  M Na^ EDTA 
0 . 0 7  W KCl 
0 . 0 1  m T r i s - H C l
C o n e . ( m g / m l )  
0
1 . 8 6
4 . 2 4
8 . 6 2
1 1 . 8 4
p ( g / c m  )
1 . 0 0 5 7 2 0
1 . 0 0 6 4 2 5
1 . 0 0 7 3 9 9
1 . 0 0 9 1 2 2
1.010101
0 . 0 1  m N .g  COTA 
0 . 1 0  m KCl 
0 . 0 1  W T r i s - H C l
p ( g / c m ^ )C o n e . ( m g / m l )  
0
4 . 7 3
8 . 6 7
1 8 . 7 8
1 . 0 0 7 1 5 8
1 . 0 0 8 8 4 2
1 . 0 1 0 3 4 5
1 . 0 1 4 0 9 3
The p a r t i a l  s p e c i f i c  vo lum e i s  a t h e r m o d y n a m i c  q u a n t i t y  
d e f i n e d  a s  t h e  vo lume i n c r e a s e  upon  a d d i n g  one  gram o f  a 
s u b s t a n c e  t o  an  i n f i n i t e  vo lum e o f  s o l u t i o n .  V a l u e s  o f  v 
h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  f o r  b o t h  t h e  305 s u b u n i t  a n d  t h e  165 
RNA, T h a t  o f  t h e  305 p a r t i c l e  i s  0 . 5 9  m l / g  ( 4 3 ) ,  w h i l e  t h a t  
o f  t h e  165 RNA i s  0 . 5 7 7  m l / g  ( 7 1 ) ,  Most  p r o t e i n s  h a v e  a 
p a r t i a l  s p e c i f i c  vo lu m e o f  f r o m  0 . 7 2  t o  0 . 7 5  m l / g .  I f  t h e  
a s s u m p t i o n  i s  made t h a t  t h e  p r o t e i n  a n d  RNA b o t h  c o n t r i b u t e  
a d d i t i v e l y  t o  t h e  r e s u l t a n t  p a r t i a l  s p e c i f i c  vo lu me o f  t h e  
r i b o s o m a l  s u b u n i t  i n  p r o p o r t i o n  t o  t h e i r  r e l a t i v e  c o n c e n ­
t r a t i o n s ,  o n e  c a n  c a l c u l a t e  t h a t  t h e  v o f  t h e  305 s u b u n i t  
s h o u l d  be a p p r o x i m a t e l y  0 . 6 2 - 0 , 6 3  m l / g .  S i n c e  t h e  v a l u e
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a c t u a l l y  i s  0 , 5 9  m l / g o t h e r  f a c t o r s  o b v i o u s l y  e n t e r  i n t o  t h e  
p r o b l e m .
E x t i n c t i o n  C o e f f i c i e n t
ed  f o r  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t ,
^Icm* 260 nm v a r i e d  c o n s i d e r a b l y  ( T a b l e  I I I ) .  However ,  
t h e  l a r g e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  v a l u e s ,  a s  w e l l  a s  t h e  a v e r a g e ,  
f e l l  b e t w e e n  160 a n d  1 9 0 .  The v a l u e  o f  185 * 10 was s e l e c t e d
a s  b e s t  r e p r e s e n t i n g  t h i s  g r o u p .  No v a l u e s  w e r e  o b t a i n e d
l o w e r  t h a n  170 w h i c h  i s  s t i l l  c o n s i d e r a b l y  a b o v e  t h e  a c c e p t e d
v a l u e  o f  145 f o r  t h e  305 s u b u n i t  ( 4 3 ) ,
T a b l e  I I I
C o n c e n t r a t i o n s • A b s o r b a n c e s , a n d E x t i n c t i o n C o e f f i c i
o f  U n f o l d e d 305 5 u b u n i t s
C o n e . ( m g / m l ) T o t a l ^ 2 6 0 U n i t s
r l%
*^lcm
1 . 6 6 35 188
4 . 2 4 78 183
8 , 6 2 185 214
1 1 . 8 4 236 199
4 . 7 3 88 166
8 , 6 7 162 187
1 8 . 7 8 323 172
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S i n c e  a  h y p e r c h r o m i e  s h i f t  i s  a n o r m a l  r e s u l t  o f  t h e  
d é n a t u r a t i o n  o f  p o l y n u c l e o t i d e  c h a i n s , s u c h  a d é n a t u r a t i o n  
m u s t  be  c o n s i d e r e d  a s  a p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  i n c r e a s e d  
a b s o r b a n c e  o b s e r v e d  upon u n f o l d i n g .  M i a l l  a n d  W a l k e r  ( 6 2 )  
d i d  o b s e r v e  a h y p e r c h r o m i e  s h i f t  o f  a b o u t  lOJiS when 30S s u b ­
u n i t s  w e r e  u n f o l d e d  i n  5 mM EDTA s o l u t i o n s .  The 27^  i n c r e a s e  
o b s e r v e d  h e r e  f i t s  w e l l  w i t h  t h e  d a t a  f r o m  t h e  h e a t  d é n a t u r ­
a t i o n  e x p e r i m e n t s  o f  Cox,  e t  a l .  ( 1 6 ) ,  M i a l l  a n d  W a l k e r  ( 6 2 ) ,  
a n d  T a l  ( 9 4 ) ,  T h i s  w ou ld  seem t o  r e q u i r e ,  t h o u g h ,  t h a t  t h e  
RNA o f  t h e  235 u n f o l d e d  p a r t i c l e s  be  c o m p l e t e l y  u n f o l d e d .
E i l a m  a n d  E l s o n  ( 2 5 )  o b s e r v e d  no s u c h  d e s t r u c t i o n  e x c e p t  a t  
e x t r e m e l y  low i o n i c  s t r e n g t h s .  The u n f o l d e d  s t a t e  t h e y  i s o ­
l a t e d  u s i n g  a b u f f e r  s y s t e m  s i m i l a r  t o  t h a t  u s e d  h e r e  c o n ­
t a i n e d  o n l y  v e r y  s l i g h t  d i s r u p t i o n  o f  t h e  RNA s e c o n d a r y  s t r u c ­
t u r e .
A n o t h e r  e x p l a n a t i o n  t h a t  w ou ld  a v o i d  d i s r u p t i n g  t h e  RNA 
s t r u c t u r e  w o u ld  be s i m p l y  e x p o s i n g  more o f  t h e  RNA. The 305 
s u b u n i t  e x i s t s  i n  a n  e x t e n s i v e l y  f o l d e d  p a r t i c l e  c o n t a i n i n g  
a  l a r g e  number  o f  p r o t e i n s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  some o f  t h e  
RNA s t r u c t u r e  i s  h i d d e n  w i t h i n  t h i s  f o l d e d  m a ss .  Upon u n ­
f o l d i n g ,  more  Of i t  i s  e x p o s e d  a n d  a b l e  t o  a b s o r b  a t  260 nm. 
T h i s  w o u l d  p r o b a b l y  n o t  a c c o u n t  f o r  a l l  o f  t h e  l a r g e  c h a n g e  
o b s e r v e d  h e r e ,  h o w e v e r .  A n o t h e r  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  t h e  o b ­
s e r v e d  h y p e r c h r o m i e  s h i f t  m i g h t  be  due  t o  a p a r t i a l  d e g r a d a ­
t i o n  o f  t h e  RNA by r i b o n u c l e a s e  a n d  t h e  c o n s e q u e n t  p r e s e n c e  
o f  i n d i v i d u a l  n u c l e o t i d e s  i n  t h e  s o l u t i o n ,  w h i c h  c o u l d  c a u s e
44
a  m a rk e d  i n c r e a s e  i n  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t .
I n t r i n s i c  V i s c o s i t y
By e x t r a p o l a t i n g  t h e  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  t h e  r e d u c e d  
v i s c o s i t y  t o  z e r o  c o n c e n t r a t i o n  t h e  i n t r i n s i c  v i s c o s i t y ,  [ri] , 
was d e t e r m i n e d  t o  be  1 2 . 5  * 0 . 5  m l / g  ( F i g u r e  5 a n d  T a b l e  I V ) .  
T h i s  v a l u e  was v e r y  c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n t ,  u n l i k e  t h a t  o f  
t h e  i n t a c t  303 s u b u n i t s .  The c h a n g e  i n  [ n ] f r o m  8 . 1  m l / g  ( 4 3 )  
t o  1 2 . 5  m l / g  p l u s  t h e  a p p e a r a n c e  o f  c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n c y  
w o u l d  seem t o  i n d i c a t e  t h a t  t h e r e  h as  b e e n  a  m a rk e d  c h a n g e  
i n  t h e  s h a p e  o f  t h e  p a r t i c l e .
T a b l e  IV
C o n c e n t r a t i o n s  a n d  R e d u c e d  V i s c o s i t i e s  o f  U n f o l d e d  305
S u b u n i t s
Con e ,  (mq/n i l )  n ^ _/ c ( m l / g )
0 . 3 0  2 1 . 7 5
4 . 8 7  1 7 . 9 3
3 . 4 4  1 6 . 6 5
1 . 7 1  1 4 . 1 7
The i n t r i n s i c  v i s c o s i t y  i s  a  p r o d u c t  o f  f a c t o r s  r e ­
p r e s e n t i n g  t h e  p a r t i c l e  s h a p e  a n d  h y d r a t i o n ,  [ n ]  = vv 
w h e r e  v i s  t h e  s h a p e  f a c t o r  a n d  v i s  t h e  h y d r a t i o n  f a c t o r  
( 1 0 3 ) .  The h y d r a t i o n  f a c t o r  c a n  be c a l c u l a t e d  f ro m  t h e  
e q u a t i o n
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C o n c e n t r a t i o n  ( m g / m l )
F i g u r e  5 .  E x t r a p o l a t i o n  t o  i n f i n i t e  d i l u t i o n  o f  r e ­
d u c e d  v i s c o s i t y  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  u n f o l d e d  3 OS r i b o  
s o m a l  s u b u n i t s  i n  0 . 0 1  M Na^ EDTA, 0*07  M KCl ,  0 . 0 1  M 
T r i s - H C l .
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w h e r e  v i s  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  vo lume o f  t h e  p a r t i c l e ,  ô 
i s  t h e  a m o u n t  o f  h y d r a t i o n ,  a n d  v^ i s  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  
v o l u m e  o f  t h e  s o l v e n t  ( 1 0 3 ) .  The v a l u e  o f  1 . 3  grams o f  w a t e r  
p e r  gram o f  r i b o s o m a l  m a t e r i a l  was c a l c u l a t e d  by S m i t h  ( 8 7 )
f o r  t h e  30S s u b u n i t .  T h i s  i s  made up o f  0 . 9  g rams o f  e x t e r n a l
a n d  0 . 4  g rams  o f  i n t e r n a l  h y d r a t i o n .  U s i n g  t h i s  v a l u e  f o r  
t h e  h y d r a t i o n  a n d  0 . 6 2  m l / g  f o r  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  vo lume 
o f  t h e  u n f o l d e d  s u b u n i t s  g i v e s  a h y d r a t i o n  f a c t o r  o f  1 . 9 2 .
F o r  a n  i n t r i n s i c  v i s c o s i t y  o f  1 2 , 5  m l / g  t h e  s h a p e  f a c t o r  ca n  
t h e n  be  c a l c u l a t e d  t o  be  6 , 5 .
The  r e l a t i o n s h i p  o f  t h e  s h a p e  f a c t o r  t o  t h e  a x i a l  r a t i o
o f  t h e  p a r t i c l e  h as  b e e n  c a l c u l a t e d  f o r  p r o l a t e  a n d  o b l a t e  
e l l i p s o i d s .  A v a l u e  o f  6 . 5  f o r  t h e  s h a p e  f a c t o r  would  n e c e s ­
s i t a t e  a  p r o l a t e  e l l i p s o i d  w i t h  an  a x i a l  r a t i o  o f  5 . 5  t o  1 
o r  a n  o b l a t e  e l l i p s o i d  w i t h  a n  a x i a l  r a t i o  o f  s l i g h t l y  l e s s  
t h a n  8 t o  1 .  The r e s u l t s  f o u n d  h e r e  w ou ld  seem t o  a g r e e  
b e s t  w i t h  t h o s e  o f  S m i t h  ( 8 7 )  i f  t h e  u n f o l d e d  p a r t i c l e  i s  
more  o b l a t e  t h a n  p r o l a t e .  I t  i s  a l s o  e n t i r e l y  p o s s i b l e  t h a t  
t h e  s t r u c t u r e  may r e s e m b l e  n e i t h e r  b e c a u s e  a l l  t h e s e  c a l ­
c u l a t i o n s  w e r e  do ne  w i t h  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  t h e r e  i s  no 
c h a n g e  i n  t h e  h y d r a t i o n  o f  t h e  s u b u n i t s  upon  u n f o l d i n g ,
M o l e c u l a r  W e i g h t
No s a t i s f a c t o r y  v a l u e s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  t h e  m o l e c u l a r  
w e i g h t  o f  t h e  u n f o l d e d  23S s u b u n i t s .  I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  
t h e  p r o b l e m  was due  t o  n o n h o m o g e n e i t y  o f  t h e  s a m p l e s  u s e d .
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T h e r e  a l w a y s  a p p e a r e d  t o  be a n  unknown am o u n t  o f  h e t e r o g e n e o u s  
s m a l l  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a t e r i a l  c o n t a m i n a t i n g  t h e  s a m p l e .
T h i s  r e s u l t e d  i n  t h e  a n d  v a l u e s  b e i n g  v e r y  d i f ­
f e r e n t  f r o m  e a c h  o t h e r  a n d  h a v i n g  a s t e a d i l y  i n c r e a s i n g  v a l u e  
( F i g u r e  6 ) .
From t h e  c o m p u t e r  p r o g r a m  i t  was a l s o  p o s s i b l e  t o  d e t e r ­
m i n e  i f  t h e  d a t a  i n d i c a t e d  two c o m p o n e n t s  i n  t h e  s y s t e m .  A 
r e l a t i v e l y  good  f i t  was f o u n d  f o r  two c o m p o n e n t s  h a v i n g  w e i g h t
a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  a p p r o x i m a t e l y  3 5 0 , 0 0 0  a n d  9 6 0 , 0 0 0
2 2d a l t o n s . A p l o t  o f  InC v e r s u s  r  -  a  , t h e  s q u a r e  o f  t h e  
d i s t a n c e  f r o m  t h e  m e n i s c u s , a l s o  g i v e s  a c u r v e d  l i n e ,  i n d i c a t ­
i n g  n o n h o m o g e n e i t y  o f  t h e  s a m p l e .
B e f o r e  t h e  s a m p l e s  w e r e  u s e d  i n  t h e  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l ­
i b r i u m  e x p e r i m e n t s  t n e y  w e r e  c h e c k e d  f o r  h o m o g e n e i t y  by s e d ­
i m e n t a t i o n  v e l o c i t y .  T h i s  would  seem t o  p r e c l u d e  a two com­
p o n e n t  s y s t e m  o f  s u c h  w i d e l y  d i f f e r e n t  m o l e c u l a r  w e i g h t s  a s  
w e r e  c a l c u l a t e d  f o r  a  p r o p e r  two c o m p o n e n t  f i t .  P o s s i b l y  t h e  
p a r t i c l e s  somehow became d e g r a d e d  J u s t  p r i o r  t o  o r  d u r i n g  
c e n t r i f u g a t i o n ,  w i t h  a l a r g e  number  o f  s m a l l  m o l e c u l a r  w e i g h t  
p a r t i c l e s  b e i n g  f o r m e d .
A n o t h e r  p o s s i b i l i t y  t h a t  m u s t  be  c o n s i d e r e d  i s  t h a t  t h e  
235 u n f o l d e d  s u b u n i t  m i g h t  e x i s t  i n  a s e r i e s  o f  c o n f o r m a t i o n s  
t h a t  a r e  i n  d y n a m i c  e q u i l i b r i u m  w i t h  e a c h  o t h e r .  The p o r t i o n  
o f  t h e  m o l e c u l e  t h a t  p r o j e c t s  f r o m  t h e  main  s u b u n i t  may be 
a b l e  t o  s w i n g  l o o s e l y  i n  a ra n d o m  m a n n e r .  The c h a n c e  a l s o  
e x i s t s  t h a t  t h e  u n f o l d e d  s u b u n i t s ,  i n  t h e i r  e x t e n d e d  f o r m .
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C o n c e n t r a t i o n  ( f r i n g e  numbers)
F i g u r e  6.  Number ( + ) ,  w e i g h t  ( o ) ,  and z a v e r a g e  (□) m o l e c u l a r  w e i g h t s ,  
v e r s u s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  i n  f r i n g e  numbers .
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a r e  i n t e r a c t i n g  a n d  i n t e r f e r i n g  w i t h  one  a n o t h e r .  T h i s
e f f e c t  would» l i k e w i s e ,  c a u s e  t h e  o b s e r v e d  n o n l i n e a r i t y  o f
2 2t h e  InC v s ,  r  -  a p l o t .  I t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  d i f f e r e n t i a t e
b e t w e e n  t h e  two p o s s i b i l i t i e s ,  d e g r a d a t i o n  o r  i n t e r a c t i o n ,
w i t h o u t  e x t e n s i v e  e x p e r i m e n t a t i o n .
S o n i c a t i o n
S o n i c a t i o n  o f  t h e  23S u n f o l d e d  s u b u n i t s  f o r  2 - 3  m i n u t e s  
r e s u l t e d  i n  t h e  d i s a p p e a r a n c e  o f  t h e  one  p e a k  i n  t h e  s c h l i e r e n
p a t t e r n  a n d  t h e  a p p e a r a n c e  o f  a t  l e a s t  t h r e e  p e a k s  ( F i g u r e  7 a ) .
The s l o w e r  o f  t h e  t n r e e  t a i l e d  o f f  g r a d u a l l y  i n t o  v e r y  s l o w  
s e d i m e n t i n g  m a t e r i a l .  The m i d d l e  o f  t h e  t h r e e  p e a k s  was s e e n  
t o  r e m a i n  a p p r o x i m a t e l y  t h e  same h e i g h t  i n  p r o p o r t i o n  t o  t h e  
t o t a l  mass  o f  m a t e r i a l  upon  s u c c e s s i v e  s o n i c a t i o n s  o f  t h e  
same  s a m p l e .  The l e a d i n g  p e a k ,  h o w e v e r ,  became s m a l l e r  a n d  
t h e  s l o w e s t  p e a k  l a r g e r ,  w i t h  more o f  t h e  s l o w  s e d i m e n t i n g  
m a t e r i a l  b e i n g  f o u n d  w i t h  l o n g e r  s o n i c a t i o n  t i m e s .  C o n t i n u e d  
s o n i c a t i o n  r e s u l t e d  i n  t h e  c o m p l e t e  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  235 
u n f o l d e d  s u b u n i t  a n d  t h e  a p p e a r a n c e  o f  a  v e r y  b r o a d  a n d  s l o w  
s e d i m e n t i n g  p e a k .
The s e d i m e n t a t i o n  p a t t e r n  o b s e r v e d  upon s o n i c a t i o n  c a n  
b e  e x p l a i n e d  i n  two d i f f e r e n t  w a y s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  
u n f o l d e d  s u b u n i t  i s  b e i n g  b r o k e n  i n t o  s e v e r a l  d i s t i n c t  p i e c e s .  
The  l e a d i n g  p e a k  w o u ld  c o r r e s p o n d  t o  u n b r o k e n  235 u n f o l d e d  
s u b u n i t s  w h i l e  t h e  s l o w  t a i l  w o u l d  c o n s i s t  m a i n l y  o f  s m a l l  
m o l e c u l a r  w e i g h t  d e b r i s .  The s e c o n d  a n d  t h i r d  p e a k s  wou ld  
r e p r e s e n t  d i s t i n c t  p i e c e s  o f  t h e  s h a t t e r e d  s u b u n i t .  A n o t h e r
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( a )
( d )  ( e )
F i g u r e  7 .  S c h l i e r e n  p a t t e r n s  o f  s o n i c a t e d  23s  u n r o l d e d  p a r ­
t i c l e s  a n d  t h e  f r a c t i o n s  i s o l a t e d  by z o n a l  c e n t r i f u g a t i o n  o f  
t h e  s o n i c a t e d  p a r t i c l e s  : ( a )  235 u n f o l d e d  p a r t i c l e s  s o n i c a t e d  
f o r  2 m i n u t e s , ( b )  F r a c t i o n  A, ( c )  F r a c t i o n  B, ( d )  F r a c t i o n  C, 
( e )  F r a c t i o n  D. S e d i m e n t a t i o n  i s  f r o m  l e f t  t o  r i g h t .  A l l  
r u n s  w e r e  made a t  6 0 , UOO rpm a t  4°C,  P a t t e r n  ( a )  was t a k e n  
20 m i n u t e s  a f t e r  r e a c h i n g  s p e e d ,  p a t t e r n s  ( b )  a n d  ( c )  a t  12 
m i n u t e s ,  p a t t e r n  ( d )  a t  16 m i n u t e s  a n d  p a t t e r n  ( e )  a t  24 
m i n u t e s .  A l l  p i c t u r e s  w e r e  t a k e n  w i t h  a p h a s e  p l a t e  a n g l e
o f  7 5 ° .
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p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  i s  a f u r t h e r  u n f o l d i n g  o f  t h e  s u b u n i t .
I n  t h i s  c a s e  t h e  i n d i v i d u a l  p e a k s  o f  t h e  s c h l i e r e n  p a t t e r n  
w o u l d  c o r r e s p o n d  t o  d i f f e r e n t  s t a b l e  u n f o l d e d  s t a t e s  w i t h  
p r o b a b l y  some b r o k e n  d e b r i s  s e d i m e n t i n g  s l o w e s t .  T h i s  wou ld  
e x p l a i n  t h e  c o n s i s t e n t  h e i g h t  o f  t h e  m i d d l e  p e a k .  I t  w ou ld  
r e p r e s e n t  t h e  n e x t  u n f o l d e d  s t a t e  down f ro m  t h e  235 u n f o l d e d  
s t a t e .  When t h e  s a m p l e  i s  s o n i c a t e d ,  some i s  i m m e d i a t e l y  
c o n v e r t e d  t o  t h e  f i r s t  u n f o l d e d  s t a t e .  As s o n i c a t i o n  c o n ­
t i n u e s  more o f  t h e  235 s t a t e  i s  c o n v e r t e d ,  b u t  some o f  t h e  
f u r t h e r  u n f o l d e d  s u b u n i t s  u n f o l d  f u r t h e r  t o  a s t i l l  l o w e r  
s e d i m e n t a t i o n  r a t e .  T h i s  w o u ld  r e s u l t  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  t h e  i n t e r m e d i a t e  s t a t e  r e a c h i n g  a n  e q u i l i b r i u m  d e p e n d e n t  
u p o n  t h e  r a t e  o f  f o r m a t i o n  f r o m  t h e  235 s t a t e  a n d  t h e  r a t e  
o f  u n f o l d i n g  t o  t h e  n e x t  l o w e r  s t a t e .
When a p p l i e d  t o  10-3u% s u c r o s e  g r a d i e n t  i n  a z o n a l  r o t o r ,  
a s e p a r a t i o n  was o b t a i n e d  t h a t  a l l o w e d  t h e  i s o l a t i o n  o f  f o u r  
f r a c t i o n s  w h i c h  w e r e  d e s i g n a t e d  A, B, C, a n d  D ( F i g u r e  6 ) .
Some f r a c t i o n s ,  i n  p a r t i c u l a r  A a n d  6 ,  c o n t a i n e d  some c o n ­
t a m i n a t i o n  f r o m  t h e  o t h e r  f r a c t i o n s ,  b u t  t h e  g r e a t  m a j o r i t y  
o f  t h e  m a t e r i a l  s e d i m e n t e d  a s  a s i n g l e  p e a k .  s ^ _  v a l u e s
t  U  f  Ul
o f  2 1 ,  1 8 ,  1 1 ,  a n d  65 w e re  m e a s u r e d  f o r  f r a c t i o n s  A, 8 ,  C, 
a n d  D r e s p e c t i v e l y .  F r a c t i o n  D p r o b a b l y  c o n s i s t s  o f  a t  l e a s t  
two p e a k s .  B o t h  a r e  v e r y  s l o w  s e d i m e n t i n g  a n d  d i d  n o t  s e p ­
a r a t e  a p p r e c i a b l y  ( F i g u r e  7 an d  T a b l e  V) .
I f  t h e  235 u n f o l d e d  s u b u n i t s  a r e  b e i n g  b r o k e n  i n t o  
d i s t i n c t  p i e c e s ,  t h e  f r a c t i o n s  i s o l a t e d  s h o u l d  c o n t a i n  o n l y
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F i g u r e  B. S e p a r a t i o n  o f  f r a c t i o n s  from s o n i c a t e d  23S u n f o l d e d  
r i b o s o m a l  s u b u n i t s  on a 10-30% s u c r o s e  g r a d i e n t  i n  a T i - 1 5  z o n a l  
r o t o r .
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t h e  p r o t e i n s  on t h a t  p a r t i c u l a r  f r a g m e n t .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  
i f  i t  i s  m e r e l y  u n f o l d i n g ,  i t  w o u l d  be e x p e c t e d  t h a t  a l l  t h e  
p r o t e i n s  w o u l d  be  f o u n d  i n  e a c h  f r a c t i o n .
T a b l e  V
S e d i m e n t a t i o n  C o e f f i c i e n t s  o f  F r a c t i o n s  I s o l a t e d  f ro m
S o n i c a t e d  235 P a r t i c l e s  
F r a c t i o n  ^  ^  ^  D
= 2 0 . w 21 18 11 6
P r o t e i n  t o  RNA R a t i o s
A n a l y s i s  o f  t h e  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  t h e  235 u n f o l d e d  p a r ­
t i c l e  a n d  e a c h  o f  t h e  s o n i c a t i o n  f r a c t i o n s  was done  u s i n g  
t h e  Lowry m e th o d  ( 5 5 ) ,  T h i s  m e th o d  m e a s u r e s  p r i m a r i l y  t h e  
c o n t e n t  o f  a r o m a t i c  am in o  a c i d  r e s i d u e s  o f  t h e  p r o t e i n  s a m p l e .  
C o n s e q u e n t l y  t h e  i n v e s t i g a t o r  m u s t  be  c a r e f u l  i n  h i s  c h o i c e  
o f  a  s t a n d a r d  s i n c e  t h e  a r o m a t i c  am in o  a c i d  c o n t e n t  o f  d i f ­
f e r e n t  p r o t e i n s  v a r i e s .  Hardy  a t  a l ,  ( 3 9 )  u s e d  l y s o z y m e  a s  
a s t a n d a r d  i n  t h e i r  r i b o s o m a l  p r o t e i n  a n a l y s i s  s o  i t  was 
a d o p t e d  a s  t h e  s t a n d a r d  i n  t h i s  s t u d y  a l s o .  An i n d i c a t i o n  
t h a t  i t  p r o v i d e d  good v a l u e s  was t h e  f a c t  t h a t  t h e  p e r c e n t  
p r o t e i n  o b t a i n e d  u s i n g  l y s o z y m e  was e q u a l , w i t h i n  e r r o r ,  t o  
1 0 0 ^  m in u s  t h e  p e r c e n t  RNA o b t a i n e d  by t h e  o r c i n o l  m e t h o d .
The m o s t  a c c u r a t e  m e th o d  w oul d  be t o  u s e  305 p r o t e i n s  a s  t h e  
s t a n d a r d ,  b u t  s i n c e  t h i s  w oul d  r e q u i r e  much more p r o t e i n  t h a n  
was  a v a i l a b l e ,  l y s o z y m e  was u s e d  i n s t e a d .
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The o r c i n o l  method  ( 2 0 )  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  c o n c e n t r a ­
t i o n  o f  RNA a c t u a l l y  m e a s u r e s  t h e  am ou n t  o f  r i b o s e  bound  to  
p u r i n e  b a s e s .  F o r  t h i s  r e a s o n  i t  was n e c e s s a r y  t o  u s e  a 165 
RNA s a m p l e  t o  p r e p a r e  a s t a n d a r d  c u r v e .
F o r  t h e  303 s u b u n i t s  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  was 
m e a s u r e d  a t  31 * 2^  a n d  t h e  RNA c o n c e n t r a t i o n  a t  70 ± 2%,
The 233 u n f o l d e d  s u b u n i t s  g a v e  s l i g h t l y  l o w e r  f i g u r e s  f o r  
b o t h ,  29 ♦ 2% a n d  68 ± 2% ( T a b l e  V I ) .  The r a t i o  o f  t h e  two 
v a l u e s  i s  t h e  same  a s  f o r  t h e  303 h o w e v e r .  The d i f f e r e n c e  
i s  p r o b a b l y  due  t o  e r r o r s  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  235 
s a m p l e  c o n c e n t r a t i o n  c a u s e d  by i n a c c u r a c y  o f  t h e  e x t i n c t i o n  
c o e f f i c i e n t .  S i n c e  no e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  d a t a  w er e  
a v a i l a b l e  f o r  t h e  s o n i c a t i o n  f r a c t i o n s ,  a l i q u o t s  w er e  t a k e n  
a n d  t h e  p r o t e i n  a n d  RNA c o n c e n t r a t i o n s  m e a s u r e d .  The r a t i o  
was t h e n  c a l c u l a t e d .  I n  a l l  c a s e s  t h e  r a t i o  o f  p r o t e i n  to  
RNA was f ro m  0 , 4 2 - 0 . 4 6 ,  t h e  same a s  f o r  t h e  303 a n d  235 
p a r t i c l e s  ( T a b l e  V I ) ,
T a b l e  VI
P r o t e i n  t o  RNA R a t i o s  o f  233 P a r t i c l e s  a n d  F r a c t i o n s  I s o l a t e d
f ro m  S o n i c a t e d  235 P a r t i c l e s  
F r a c t i o n  233 A B C D
P r o t e i n / R N A  0 . 4 3  0 . 4 3  0 . 4 5  0 . 4 6  0 . 4 2
The f a c t  t h a t  t h e  233 u n f o l d e d  s u b u n i t s  h a v e  t h e  same 
p r o t e i n  t o  RNA r a t i o  a s  t h e  303 s u b u n i t s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e r e
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I s  no p r o t e i n  l o s t  d u r i n g  t h e  u n f o l d i n g  p r o c e s s .  I f  t h e r e  
w e r e  p r o t e i n  l o s t ,  t h e r e  w oul d  h a v e  t o  be a p r o p o r t i o n a l  
l o s s  o f  RNA, The s o n i c a t i o n  f r a c t i o n s ,  w h i c h  a l l  h a v e  t h e  
sam e  r a t i o ,  w o u ld  a p p e a r  t o  be f u r t h e r  u n f o l d i n g s  o f  t h e  s u b ­
u n i t  r a t h e r  t h a n  f r a g m e n t s  o f  a b r o k e n  p a r t i c l e .  I f  t h e y  
w e r e  f r a g m e n t s ,  i t  w o u ld  be v e r y  u n l i k e l y  t h a t  t h e y  woul d  
a l l  h a v e  t h e  same  p r o t e i n  t o  RNA r a t i o  a s  t h e  23S p a r t i c l e .
G e l  E l e c t r o p h o r e s i s
To d e t e r m i n e  w h i c h  p r o t e i n s  w e r e  p r e s e n t  on t h e  235 
p a r t i c l e  a n d  t h e  s o n i c a t i o n  f r a c t i o n s ,  t h e  p r o t e i n  was s e p ­
a r a t e d  a n d  a n a l y z e d  by e l e c t r o p h o r e s i s  on a c r y l a m i d e  g e l s .
The r e s u l t s  show t h a t  a l l  t w e n t y - o n e  303 p r o t e i n s  a r e  p r e s e n t  
on t h e  235 u n f o l d e d  s u o u n i t  a n d  on e a c h  o f  t h e  s o n i c a t i o n  
f r a c t i o n s  ( f i g u r e  9 ) ,  T h i s  c o m p l e m e n t s  t h e  p r o t e i n  t o  RNA 
r a t i o  a n d  sho ws  t h a t  t h e  p a r t i c l e s  a r e  n o t  b r e a k i n g  i n t o  
s e p a r a t e  p i e c e s ,  b u t  a r e  u n f o l d i n g  f u r t h e r .  The p o s s i b i l i t y  
t h a t  t h i s  was c a u s e d  by c r o s s - c o n t a m i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  p a r ­
t i c l e s  c a n  be  d i s c o u n t e d .  W h i l e  t h e r e  was some c r o s s - c o n ­
t a m i n a t i o n  i n  f r a c t i o n s  A a n d  B, f r a c t i o n  C a n d  f r a c t i o n  D 
w e r e  q u i t e  c l e a n .  The a m o u n t  o f  c o n t a m i n a t i o n  p r e s e n t  was 
s m a l l  e n o u g h  t h a t  i t  w o u l d  n o t  h a v e  c a u s e d  a n o t i c e a b l e  d i f ­
f e r e n c e  i n  t h e  p r o t e i n  p a t t e r n s  i n  t h e  g e l s  a f t e r  e l e c t r o ­
p h o r e s i s .  The g e l s  s e p a r a t e  t h e  RNA on t h e  b a s i s  o f  m o l e c ­
u l a r  w e i g h t .  They  r e v e a l e d  some r a t h e r  a m b i g u o u s  r e s u l t s .
The  165 RNA c h a i n  i n  a l l  t h e  s o n i c a t i o n  f r a c t i o n s  was b r o k e n  
i n t o  s m a l l  p i e c e s  o f  f r o m  4 t o  65 i n  s i z e  ( f i g u r e  1 0 ) .  The
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a c d  e f g h i j k l m n
f i g u r e  9 .  P o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p r o t e i n s  
f r o m  t h e  303 s u b u n i t ,  235 u n f o l d e d  s u b u n i t s ,  a n d  t h e  s o n !  
c a t i o n  f r a c t i o n s  : ( a , b , c , d , f , h , j , l , n )  305 p r o t e i n s ,  ( s )
235 u n f o l d e d  s u b u n i t  p r o t e i n s , ( g )  s o n i c a t i o n  f r a c t i o n  A, 
( i )  s o n i c a t i o n  f r a c t i o n  B, ( k )  s o n i c a t i o n  f r a c t i o n  C, (m) 
s o n i c a t i o n  f r a c t i o n  D.
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a b e d  e f  g h i  j
F i g u r e  1 0 .  P o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  RNA f ro m 
305 s u b u n i t s »  233 u n f o l d e d  s u b u n i t s »  a n d  t h e  s o n i c a t i o n  
f r a c t i o n s ;  ( g» h» i , j )  t o t a l  70S RNA s t a n d a r d »  ( f )  305 s u b ­
u n i t  RNA » ( e )  235 u n f o l d e d  s u b u n i t  RNA » ( d )  s o n i c a t i o n  
f r a c t i o n  A RNA » ( c )  s o n i c a t i o n  f r a c t i o n  6 RNA» ( b )  s o n i c a t i o n  
f r a c t i o n  C RNA » ( a )  s o n i c a t i o n  f r a c t i o n  D RNA. The g e l  c o n ­
t a i n e d  2 . 3 5 ^  a c r y l a m i d e »  0 . 1 5 ^  m e t h y l e n e - b i s a c r y l a m i d e ,  an d  
0 . 5 ^  s o d i u m  d o d e c y l s u l f a t e .
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RNA f r o m  t h e  23S u n f o l d e d  s u b u n i t ,  w h i c h  had n o t  b e e n  s o n i ­
c a t e d ,  was p o s s i b l e  a l s o  b r o k e n  i n t o  s m a l l  p i e c e s .  Two g e l s ,  
a t  2 . 3 5 ^  a n d  3 . 5 3 ^  a c r y l a m i d e ,  showed i t  c o - e l e c t r o p h o r e s i n g  
w i t h  u n b r o k e n  165 RNA f ro m  t h e  308 s u b u n i t ,  b u t  one  g e l  c o n ­
t a i n i n g  4 , 7 5 ^  a c r y l a m i d e  showed  i t  t o  be b r o k e n  i n t o  s m a l l  
p i e c e s  s i m i l a r  t o  t h e  s o n i c a t i o n  f r a c t i o n s .  I t  i s  p o s s i b l e  
t h a t  some r i b o n u c l e a s e  m i g h t  h a v e  c o n t a m i n a t e d  t h e  s a m p l e  a t  
some p o i n t  i n  t h e  p r o c e d u r e  o r  t h a t  r e p e a t e d  f r e e z i n g  a nd  
t h a w i n g  may h a v e  b r o k e n  t h e  RNA c h a i n .
The e l e c t r o p h o r e s i s  r e s u l t s  co m b in e d  w i t h  t h e  p r o t e i n -  
RNA r a t i o s  o b t a i n e d  by c h e m i c a l  a n a l y s i s  would  i n d i c a t e  t h a t  
t h e  235 u n f o l d e d  s u b u n i t  d o e s  n o t  b r e a k  i n t o  s m a l l e r  p i e c e s  
u p o n  s o n i c a t i o n ,  b u t  t h a t  t h e  p a r t i c l e  c o n t i n u e s  t o  u n f o l d .
The RNA s t r a n d  i s  a p p a r e n t l y  b r o k e n  by s o n i c a t i o n  b u t  t h e  
p a r t i c l e  d o e s  n o t  f a l l  a p a r t ,  e v e n  w i t h  much more e x t e n s i v e  
u n f o l d i n g .  An e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  c o u l d  l i e  i n  t h e  s e c o n d a r y  
s t r u c t u r e  a n d  t h e  p r o t e i n - R N A  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  p a r t i c l e .  
Even  w i t h  e x t e n s i v e  b r e a k s  i n  t h e  RNA c h a i n ,  i f  t h e r e  i s  
e n o u g h  d o u b l e  s t r a n d e d n e s s  t h e  e n t i r e  s t r u c t u r e  m i g h t  h o l d  
t o g e t h e r . I t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t h a t  t h e  p r o t e i n s  m i g h t  be 
i n v o l v e d  i n  h o l d i n g  t h e  s u b u n i t  t o g e t h e r  t h r o u g h  p r o t e i n -  
p r o t e i n  i n t e r a c t i o n s  o r  by b i n d i n g  t o  w i d e l y  s e p a r a t e d  p o r ­
t i o n s  o f  t h e  RNA c h a i n .
CHAPTER IV 
DISCUSSION
I n  t h e  d e c a d e  s i n c e  i t  was f i r s t  n o t e d  ( 2 6 ) « r i b o s o m a l  
u n f o l d i n g  h a s  n o t  l e n t  i t s e l f  t o  e a s y  s t u d y .  R e s u l t s  have  
b e e n  i n c o n s i s t e n t  a n d  o f t e n  c o n t r a d i c t o r y .  A b o u t  a l l  t h a t  
i s  known w i t h  c e r t a i n t y  i s  t h a t  t h e  magnes ium c o n c e n t r a t i o n  
i s  c r i t i c a l  f o r  s t a b i l i t y  o f  t h e  r i b o s o m e  a n d  i t s  s u b u n i t s .
I f  t h e  m ag n es iu m  c o n c e n t r a t i o n  i s  l o w e r e d  be low  c e r t a i n  
d e f i n i t e  l i m i t s ,  c h a n g e s  o c c u r  i n  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  
r i b o s o m a l  s u b u n i t s  s u c h  t h a t  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  
d e c r e a s e s .  More work h a s  b e e n  d o n e  w i t h  t h e  50S s u b u n i t  
t h a n  w i t h  t h e  30S s u b u n i t  i n  t h i s  r e g a r d .  I t  h as  b e e n  shown 
t h a t  t h e  l a r g e r  s u b u n i t  u n f o l d s  i n  a t  l e a s t  t h r e e  d i s t i n c t  
s t e p s .  The u n f o l d i n g  p a t t e r n  o f  t h e  3OS s u b u n i t  i s  n o t  a s  
c l e a r l y  d e f i n e d ,  p o s s i b l y  b e c a u s e  i t  se em s  t o  d e p e n d  t o  a 
c o n s i d e r a b l e  e x t e n t  on t h e  i o n i c  s t r e n g t h  o f  t h e  b u f f e r  m e d i a , 
U n f o l d i n g ,  i t s e l f ,  c o u l d  p r o v i d e  a k e y  t o  t h e  s t r u c t u r e  o f  
t h e  r i b o s o m e .  By c a r e f u l l y  d e t e r m i n i n g  t h e  p h y s i c a l  c h a r a c ­
t e r i s t i c s  o f  a n  u n f o l d e d  s t a t e  a n d  c o m p a r i n g  them w i t h  known 
v a l u e s  f o r  t h e  i n t a c t  s u b u n i t ,  i t  s h o u l d  be p o s s i b l e  t o  fo rm 
a  more  p r e c i s e  d e f i n i t i o n  o f  w h a t  t h e  p r o c e s s  o f  u n f o l d i n g  
a c t u a l l y  i s .  T h i s ,  i n  t u r n ,  w o u l d  p r o v i d e  v a l u a b l e  d a t a  on 
how t h e  f u l l  s u b u n i t  i s  p u t  t o g e t h e r .
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The r e s u l t s  o b t a i n e d  h e r e  show t h a t  t h e r e  a r e  a t  l e a s t  
two s t a b l e  u n f o l d e d  s t a t e s  t h a t  c a n  be r e a c h e d  by d i a l y s i s  
o f  3GS s u b u n i t s  a g a i n s t  d i f f e r e n t  b u f f e r s . I n  0 , 0 1  M EDTA, 
0 , 0 7  m KCl ,  0 , 0 1  m T r i s - H C l  t h e  s ^ q  was f o u n d  t o  be 2 2 , 6  
+ 0 , 3 ,  w h i l e  i n  a  b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 , 1  mffl MgCl2 # 0 , 1 0  M KCl 
a n d  0 , 0 1  W T r i s - H C l  a  s ^ q  ^  o f  2 5 , 7  ± 0 , 4  was f o u n d .  S i n c e  
B l a i r  ( 6 )  h ad  u s e d  a  0 . 1  mPI IV)gCl2  s o l u t i o n  w i t h  0 , 0 7  M KCl 
a n d  had  f o u n d  a n  s ^ q  ^ o f  2 3 , 3 ,  t h e  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  t h e  
i o n i c  s t r e n g t h  f r o m  0 . 0 8  M t o  0 . 1 1  M i s  a p p a r e n t l y  en oug h  
t o  s t a b i l i z e  t h e  s u b u n i t  a t  a  c o n f o r m a t i o n  w i t h  a h i g h e r  
s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t ,  E i l a m  a n d  E l s o n  ( 2 5 )  a l s o  f o u n d  
t h a t  a t  a n  i o n i c  s t r e n g t h  o f  a b o v e  0 . 1  M t h e r e  was a  s u d d e n  
i n c r e a s e  i n  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t .  I t  i s  p o s s i b l e  
t h i s  s h a r p  d i v i d i n g  l i n e  i n  c o n f o r m a t i o n  s t a b i l i t y  c o u l d  
a c c o u n t  f o r  t h e  d i f f e r e n t  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  o b s e r v e d  
h e r e  w i t h  two b u f f e r s  on e i t h e r  s i d e  o f  t h e  c r i t i c a l  i o n i c  
s t r e n g t h ,
B l a i r  ( 6 )  had a l s o  o b s e r v e d  t h a t  when t h e  30S s u b u n i t  
u n f o l d e d  t o  t h e  235 s t a t e  i t  a p p e a r e d  t o  p a s s  t h r o u g h  a 
t r a n s i e n t  i n t e r m e d i a t e  s t a g e  o f  a b o u t  2 7 5 ,  I f  t h e  2 5 , 7 5  
s t a t e  t h a t  was i s o l a t e d  h e r e  i s  t h a t  i n t e r m e d i a t e  i t  would  
i n d i c a t e  t h a t  a t  t h e  l o w e r  i o n i c  s t r e n g t h  t h e  u n f o l d i n g  p r o ­
c e s s  m u s t  s t i l l  go t h r o u g h  a  d e f i n i t e  s e r i e s  o f  s t e p s .  The 
h i g h e r  i o n i c  s t r e n g t h  w oul d  t e n d  t o  s t a b i l i t y  an  i n t e r m e d i a t e  
s t e p  a n d  s t o p  t h e  u n f o l d i n g  t h e r e .
The 2 2 , 8  t  0 . 3 5  v a l u e  o b t a i n e d  f o r  t h e  s e d i m e n t a t i o n
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c o e f f i c i e n t  o f  t h e  u n f o l d e d  p a r t i c l e  o b t a i n e d  w i t h  EDTA 
d i f f e r s  f r o m  t h e  v a l u e  o f  IBS m e a s u r e d  f o r  a  s i m i l a r  p a r t i c l e  
by  G e s t e l a n d  ( 3 0 ) .  T h a t  d e t e r m i n a t i o n  was made i n  an  e x t r e m e l y  
low i o n i c  s t r e n g t h  b u f f e r  c o n t a i n i n g  o n l y  1 mM EDTA a n d  10 mlV) 
T r i s - H C l .  I n  s u c h  a s y s t e m  o n l y  t h e  T r i s  would  be  a v a i l a b l e  
a s  a  c a t i o n  t o  n e u t r a l i z e  n e g a t i v e  c h a r g e s  on t h e  r i b o s o m e  
s u b u n i t s .  T r i s ( h y d r o x y m e t h y l )  a m i n o m e t h a n e  h as  a pK o f  8.
A t  a T r i s  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 0 1  M t h e r e  woul d  be o n l y  a  10*^ 
m c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  T r i s  c a t i o n .  A 1 mg/ml 305 r i b o s o m a l
s u b u n i t  s o l u t i o n  w o u l d ,  a s s u m i n g  a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  9 x
5 1810 a n d  2000 n e g a t i v e  c h a r g e s  p e r  s u b u n i t ,  c o n t a i n  1 . 3  x 10
n e g a t i v e  c h a r g e s  p e r  ml .  A 0 . 0 1  M T r i s  s o l u t i o n  would  o n l y
p r o v i d e  6 x 10^^  T r i s  i o n s  t o  c o u n t e r  t h i s  n e g a t i v e  c h a r g e .
Upon c e n t r i f u g a t i o n  t h e  e x c e s s  c h a r g e  r e m a i n i n g  on t h e  s u b u n i t
w o u l d  l e a d  t o  a  s e r i o u s  e r r o r  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e
s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t .  The e l e c t r o s t a t i c  f o r c e  o f  t h e
c h a r g e  w o u l d  o p p o s e  t h e  c e n t r i f u g a l  f o r c e  a n d  r e s u l t  i n  t h e
p a r t i c l e  s e d i m e n t i n g  more  s l o w l y .  Making  t h e  b u f f e r  s o l u t i o n
0 , 0 7  M KCl w o u l d  p r o v i d e  more  t h a n  e n o u g h  c a t i o n s  t o  b a l a n c e
t h e  n e g a t i v e  c h a r g e s  o f  t h e  RNA p h o s p h a t e  g r o u p s  a n d  s h o u l d
c a n c e l  o u t  a n y  c h a r g e  e f f e c t s  upo n  s e d i m e n t a t i o n .
The  235 u n f o l d e d  s t a t e  f o u n d  h e r e  i s  a p p a r e n t l y  t h e  
r e s u l t  o f  a  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  t h e  p a r t i c l e  e n d  n o t  a 
l o s s  o f  m a s s .  W h i l e  a t t e m p t s  t o  m e a s u r e  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  
o f  t h e  u n f o l d e d  s u b u n i t  by s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  w e r e  
u n s u c c e s s f u l  o t h e r  r e s u l t s  c o m b i n e d  w i t h  t h e  work o f  o t h e r
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i n v e s t i g a t o r s  w o u ld  s t r o n g l y  i n d i c a t e  t h a t  no l o s s  o f  s u b u n i t  
m a t e r i a l  o c c u r s .  A l l  t w e n t y - o n e  p r o t e i n s  a r e  p r e s e n t  a f t e r  
u n f o l d i n g  a n d  t h e  r a t i o  o f  t h e  am o u n t  o f  p r o t e i n  t o  t h e  am ount  
o f  RNA i s  t h e  s a m e .  K o p p e l  ( 4 8 ) ,  a l s o ,  h a s  r e c e n t l y  m e a s u r e d  
t h e  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  30S s u b u n i t  a c c u r a t e l y  by 
i n t e n s i t y  f l u c t u a t i o n  s p e c t r o s c o p y  u s i n g  a l a s e r .  He f o u n d  
t h a t  t h e  r a t i o  o f  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  t o  t h e  d i f ­
f u s i o n  c o e f f i c i e n t  d i d  n o t  c h a n g e  upo n  u n f o l d i n g ,  i n d i c a t i n g  
a  c h a n g e  i n  c o n f o r m a t i o n  w i t h o u t  a l o s s  o f  m a s s .
An e x t e n s i v e  c h a n g e  i n  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  u n f o l d e d  
p a r t i c l e  c a n  a l s o  be  i n f e r r e d  f r o m  t h e  o t h e r  p h y s i c a l  d a t a .
The i n c r e a s e  i n  t h e  i n t r i n s i c  v i s c o s i t y ,  i n  p a r t i c u l a r ,  
sho w s  t h a t  t h e  s h a p e  o f  t h e  p a r t i c l e  h a s  c h a n g e d .  S m i t h  ( 8 7 )  
f o u n d  a n  a x i a l  r a t i o  f o r  t h e  u n f o l d e d  s t a t e  f r o m  t h e  same 
b u f f e r  s y s t e m  o f  B t o  1 a n d  t h e  v i s c o s i t y  d a t a  o b t a i n e d  h e r e  
a g r e e  w e l l  w i t h  h i s  r e s u l t s  i f  t h e  r e s u l t a n t  p a r t i c l e  ha s  a 
s h a p e  a p p r o x i m a t i n g  a n  o b l a t e  e l l i p s o i d .  S i n c e  t h e  305 s u b ­
u n i t  h a s  b e e n  shown t o  be  an  o b l a t e  e l l i p s o i d  w i t h  a f o u r  t o  
o n e  a x i a l  r a t i o  ( 4 4 , 8 7 )  i t  i s  n o t  u n r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h a t  
t h e  u n f o l d e d  p a r t i c l e s  w o u l d  p o s s i b l y  h a v e  t h e  same g e n e r a l  
s h a p e  i f  t h e  u n f o l d i n g  o c c u r r e d  o n l y  i n  o ne  p l a n e  a s  o b s e r v e d  
by  S m i t h  ( 8 7 ) ,
The  l a r g e  i n c r e a s e  i n  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  
3GS s u b u n i t  up o n  u n f o l d i n g  m i g h t  be  a s s u m e d  t o  be  due t o  d i s ­
r u p t i o n  o f  a p a r t  o f  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  RNA. 
H o w e v e r ,  E i l a m  a n d  E l s o n  ( 2 5 )  f o u n d  v e r y  l i t t l e  s u c h  d i s -
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r u p t i o n  i n  t h e i r  ORO s t u d i e s  o f  u n f o l d e d  s u b u n i t s .  Only  w i t h  
e x t r e m e l y  weak i o n i c  s t r e n g t h  s o l u t i o n s  d i d  t h e y  f i n d  any  
e x t e n s i v e  c h a n g e .  I n  c o n t r a s t ,  M i a l l  a n d  W a lk e r  ( 6 2 )  f o u n d  
a  h y p e r c h r o m i e  s h i f t  o f  a b o u t  10^ up on  d i l u t i n g  r i b o s o m a l  
s o l u t i o n s  o n e  t o  o ne  w i t h  COTA s o l u t i o n s .  T h e i r  s o l u t i o n s  
c o n t a i n e d  0 . 0 1  fl s o d i u m  p h o s p h a t e  i n s t e a d  o f  KCl.  T h i s  wou ld  
se e m  t o  i n d i c a t e  t h a t  some d i s r u p t i o n  o f  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  
m i g h t  o c c u r  i n  s o l u t i o n s  o f  m o d e r a t e  i o n i c  s t r e n g t h .
C a l c u l a t i n g  on t h e  b a s i s  o f  70^  RNA i n  t h e  305 s u b u n i t  
a n d  a o f  227 f o r  t h e  165 RNA ( 5 1 ) ,  one  ca n  c a l c u l a t e
a n  e x p e c t e d  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  160 f o r  t h e  305 s u b u n i t .  
The  o b s e r v e d  v a l u e  o f  145 w ou ld  seem t o  i n d i c a t e  t h a t  i n  t h e  
i n t a c t  s u b u n i t  e i t h e r  t h e r e  i s  more s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  i n  
t h e  RNA o r  t h a t  some o f  i t  i s  h i d d e n .  ORD s t u d i e s  hav e  shown 
t h a t  t h e  305 s u b u n i t  a n d  165 RNA h av e  a b o u t  t h e  same am oun t  
o f  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e ,  s o  t h e  l a t t e r  e x p l a n a t i o n  i s  t h e  
more  l i k e l y .  As t h e  s u b u n i t  u n f o l d s  a g r e a t e r  p e r c e n t a g e  
o f  t h e  RNA i s  e x p o s e d ,  p o s s i b l y  r e s u l t i n g  i n  an i n c r e a s e  i n  
a b s o r b a n c e ,  h e n c e  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t .  
A n o t h e r  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  t h a t  c a n n o t  be  r u l e d  o u t  i s  t h a t  
t h e  i n c r e a s e  i n  a b & o r b a n c e  i s  c a u s e d  by a n  i n c r e a s e  i n  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  n u c l e o t i d e s  i n  t h e  s o l u t i o n  r e s u l t i n g  f ro m 
d e g r a d a t i o n  o f  t h e  s u b u n i t  by r i b o n u c l e a s e .
The i n c r e a s e  i n  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  vo lume was u n e x ­
p e c t e d  b u t  on f u r t h e r  e x a m i n a t i o n  n o t  u n e x p l a i n a b l e .  T h i s  
was  t h e  f i r s t  a c t u a l  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c
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v o l u m e  o f  a n  u n f o l d e d  r i b o s o m a l  s u b u n i t  a n d  a s  s u c h  c a n n o t  
b e  c o m p a r e d  w i t h  o t h e r  r e s u l t s .  H i l l ,  e t  a l .  ( 4 2 )  d i d  
m e a s u r e  t h e  d e n s i t y  i n c r e m e n t  o f  t h e  45S p a r t i c l e  o b t a i n e d  
by  h i g h  s a l t  w as h  o f  t h e  5 OS s u b u n i t  a nd  f o u n d  a r a t h e r  l a r g e  
d e c r e a s e .  T h i s  w oul d  c o r r e s p o n d  t o  an  i n c r e a s e  i n  t h e  p a r ­
t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e .
The v a l u e  o f  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  vo lu me  o f  t h e  3 OS 
s u b u n i t  i s  l o w e r  t h a n  c a l c u l a t e d  f ro m  t h e  p r o t e i n  a n d  RNA 
c o n c e n t r a t i o n s .  T h i s  lo w  v a l u e  c o u l d  p o s s i b l y  mean t h a t  t h e  
s u b u n i t  e x i s t s  i n  a v e r y  c o n t r a c t e d  c o n f o r m a t i o n  r e s u l t i n g  
f r o m  s t r o n g  p r o t e i n - R N A  a n d / o r  p r o t e i n - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n s .  
T h e s e  i n t e r a c t i o n s  c o u l d  c a u s e  t h e  r i b o s o m a l  c o m p o n e n t s  t o  
o c c u p y  s l i g h t l y  l e s s  v o l um e t h a n  t h e  sum o f  t h e i r  i n d i v i d u a l  
v o l u m e s .  U n f o l d i n g  w o u ld  b r e a k  some o f  t h e s e  i n t e r a c t i o n s ,  
d e c r e a s i n g  t h e  d e n s i t y ,  a n d  t h e r e b y  i n c r e a s i n g  t h e  p a r t i a l  
s p e c i f i c  v o l u m e .
The c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n c y  o f  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o ­
e f f i c i e n t  a n d  t h e  i n t r i n s i c  v i s c o s i t y  a r e  a l s o  good i n d i c a t i o n s  
o f  a  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e .  I f  t h e  m o l e c u l e  e x i s t s  i n  an  
e x t e n d e d  c o n f o r m a t i o n  i t  i s  much more l i k e l y  t o  i n t e r a c t  w i t h  
o t h e r  p a r t i c l e s  i n  s o l u t i o n .  As t h e  c o n c e n t r a t i o n  i n c r e a s e s  
t h e s e  i n t e r f e r i n g  i n t e r a c t i o n s  s h o u l d  i n c r e a s e  p r o p o r t i o n a t e l y .  
I n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  p a r t i c l e s  m i g h t  a l s o  p r o v i d e  a r e a s o n a b l e  
e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  p o o r  r e s u l t s  f r o m  t h e  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l ­
i b r i u m  e x p e r i m e n t s .
A l l  t h e  p h y s i c a l  s t u d i e s  seem t o  i n d i c a t e  t h a t  t h e  u n -
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f o l d i n g  o f  t h e  305 s u b u n i t  t o  t h e  235 s t a t e  i n v o l v e s  a n  
e x t e n s i v e  d i s r u p t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  p a r t i c l e .  The 
u n f o l d e d  s u b u n i t  p r o b a b l y  e x i s t s  i n  a l o o s e r  o r  l e s s  d e n s e  
c o n f o r m a t i o n .  W h i l e  no l o s s  o f  p r o t e i n  o c c u r s  t h e r e  a p p e a r s  
t o  be  more o f  t h e  RNA s t r u c t u r e  e x p o s e d .  T h e r e  i s  a l s o  
p o s s i b l y  some d i s r u p t i o n  o f  t h e  RNA s e c o n d a r y  s t r u c t u r e .  The 
s i z e  c h a n g e  o b s e r v e d  by 5 m i t h  ( 8 7 )  a n d  t h e  l a r g e  i n c r e a s e  i n  
i n t r i n s i c  v i s c o s i t y  i n d i c a t e  t h a t  a l l  t h e s e  c h a n g e s  i n v o l v e  
more  t h a n  a  mere  r e a r r a n g e m e n t  o f  t h e  s u b u n i t  c o m p o n e n t s .
The  a c t u a l  s h a p e  a n d  s i z e  o f  t h e  p a r t i c l e s  a p p a r e n t l y  u n d e r g o  
a r a t h e r  d r a s t i c  c h a n g e  b e s t  d e s c r i b e d  a s  t h e  l o o s e n i n g  o r  
r e l e a s e  o f  a  p o r t i o n  o f  t h e  p a r t i c l e  w h i c h  t h e n  s w i n g s  o u t  
away f r o m  t h e  m a in  body  o f  t h e  s u b u n i t .
The p a r t  o f  t h e  RNA w h i c h  p u t a t i v e l y  s w i n g s  o u t  f r o m  t h e  
s u b u n i t  i s  unknown s i n c e  n o t h i n g  i s  known a b o u t  t h e  a c t u a l  
t h r e e  d i m e n s i o n a l  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  RNA w i t h i n  t h e  s u b u n i t .  
I t  i s  l o g i c a l  t o  s u p p o s e ,  h o w e v e r ,  t h a t  i t  m i g h t  be one  o r  
b o t h  e n d s  o f  t h e  165 RNA c h a i n  t h a t  i s  i n v o l v e d .  I f  t h i s  i s  
t h e  c a s e  t h e  l o o s e  e nd  s h o u l d  be  a b l e  t o  s w i n g  i n  o n l y  one  
p l a n e  i n  o r d e r  t o  k e e p  t h e  one  d i m e n s i c n a l  s h a p e  c h a n g e  o b ­
s e r v e d  by 5 m i t h  ( 8 7 ) .  W h e t h e r  one  o r  b o t h  e n d s  s w i n g  o u t  
i s ,  o f  c o u r s e ,  n o t  known.
S i n c e  t h e  p a r t  o f  t h e  s u b u n i t  w h i c h  l o o s e n s  a nd  s w i n g s  
away  f r o m  t h e  s u b u n i t  i s  a l m o s t  c e r t a i n l y  a c o n s i d e r a b l e  
p o r t i o n  o f  t h e  p a r t i c l e ,  i t  w o u ld  be e x p e c t e d  t h a t  some p r o ­
t e i n s  w o u ld  be a t t a c h e d  t o  i t .  I f  t h i s  p o r t i o n  c o u l d  be c u t
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f r o m  t h e  m a in  s u b u n i t  a n d  t h e  p r o t e i n s  a t t a c h e d  t o  i t  d e t e r ­
mine d#  i t  w o u l d  p r o v i d e  a c l u e  t o  t h e  i n t e r n a l  a r r a n g e m e n t  
o f  t h e  p r o t e i n s  s i m i l a r  t o ,  b u t  p o s s i b l y  more s p e c i f i c ,  t h a n  
t h a t  p r o v i d e d  by t h e  r i b o n u c l e a s e  d e g r a d a t i o n  s t u d i e s  o f  t h e  
i n t a c t  305 s u b u n i t  ( 6 8 , 7 6 , 6 2 ) .  T h i s  was w h a t  was a t t e m p t e d  
w i t h  s o n i c a t i o n .
The r e s u l t s  w e r e  n o t  a s  e x p e c t e d .  I n s t e a d  o f  b r e a k i n g ,  
t h e  s u b u n i t  a p p a r e n t l y  j u s t  u n f o l d e d  f u r t h e r . T h i s  was 
a c c o m p a n i e d  by e x t e n s i v e  b r e a k a g e  o f  t h e  RNA s t r a n d .  The 
c o n t i n u e d  i n t e g r i t y  o f  t h e  RNA a n d  a l l  t w e n t y - o n e  o f  t h e  
p r o t e i n s  i n  o n e  p a r t i c l e  d e s p i t e  t h i s  b r e a k a g e  g i v e s  an  
i n d i c a t i o n  o f  t h e  g r e a t  s t r u c t u r a l  s t a b i l i t y  o f  t h e  r i b o s o m e .  
T h e r e  i s  e v i d e n t l y  e n o u g h  s e c o n d a r y  a n d  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  
w i t h i n  t h e  RNA t o  h o l d  i t  t o g e t h e r  d e s p i t e  e x t e n s i v e  u n f o l d i n g  
a n d  c h a i n  b r e a k a g e .
As h a s  b e e n  i n d i c a t e d  i n  h e a t  d é n a t u r a t i o n  s t u d i e s  w i t h  
t h e  305 s u b u n i t  ( 1 6 , 9 4 ) ,  t h e  p r o t e i n s  a p p e a r  t o  s t a b i l i z e  
t h e  s t r u c t u r e  a n d  i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e y  a r e  l i k e w i s e  
i n v o l v e d  i n  s t a b i l i z i n g  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  u n f o l d e d  s u b ­
u n i t s .  T h i s  c o u l d  be  a c c o m p l i s h e d  t h r o u g h  e x t e n s i v e  b i n d i n g  
o f  t h e  p r o t e i n s  t o  w i d e l y  s e p a r a t e d  p o r t i o n s  o f  t h e  RNA c h a i n .  
I t  h a s  b e e n  shown by s e v e r a l  s t u d i e s  t h a t  t h i s  i s  t h e  c a s e  
w i t h  p r o t e i n  54  ( 7 0 , 6 1 ) .  P r o t e i n - p r o t e i n  b i n d i n g  mus t  a l s o  
b e  c o n s i d e r e d  a s  a p o s s i b l e  s o u r c e  o f  s t a b i l i z a t i o n .
The p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  b r e a k a g e  o f  t h e  RNA o b s e r v e d  
i n  t h e  s o n i c a t i o n  f r a c t i o n s  may h a v e  b e e n  t h e  r e s u l t  o f
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r i b o n u c l e a s e  c l i p p i n g  a n d  n o t  t h e  s o n i c a t i o n  c a n n o t  be  com­
p l e t e l y  d i s c o u n t e d .  The a m b i g u o u s  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  
t h e  RNA f ro m  t h e  23S u n f o l d e d  p a r t i c l e  i n d i c a t e  t h a t  t h e  
RNA m i g h t  p o s s i b l y  h a v e  b e e n  c l i p p e d  b e f o r e  s o n i c a t i o n .
S i n c e  tuio o f  t h e  t h r e e  g e l s  r u n  on t h e  RNA f rom  t h e  235 
u n f o l d e d  s u b u n i t  sho wed  i t  i n  t h e  same p o s i t i o n  a s  t h e  165 
RNA f r o m  t h e  305 s u b u n i t  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  some c h a n c e  
r i b o n u c l e a s e  c o n t a m i n a t i o n  o c c u r r e d  b e t w e e n  t h e s e  a n a l y s e s  
a n d  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h e  s a m p l e  on t h e  4 . 7 5 ^  a c r y l a ­
m i d e  g e l s .
S o n i c a t i o n  f r a c t i o n  A, m e a s u r e d  a t  21 5 ,  i s  v e r y  p r o b a b l y  
t h e  235 u n f o l d e d  p a r t i c l e .  T r a c t i o n s  B, C« an d  D w ou ld  r e ­
p r e s e n t  f u r t h e r  u n f o l d i n g s .  F r a c t i o n  D c o u l d  p o s s i b l y  c o n ­
s i s t  o f  two s l o w  s e d i m e n t i n g  p e a k s ,  s o  t h e r e  m i g h t  be  a 
f o u r t h  u n f o l d e d  s t a t e  b e l o w  t h e  235 s t a t e .  I t  would  be i n t e r ­
e s t i n g  t o  d e t e r m i n e  how t h e  s h a p e  o f  t h e  p a r t i c l e s  c h a n g e s  
i n  r e l a t i o n  t o  t h e i r  u n f o l d i n g ,  5 i n c e  s o n i c a t i o n  a p p e a r s  
t o  h a v e  no e f f e c t  on t h e  305 s u b u n i t ,  t h e  235 u n f o l d e d  s t a t e  
m u s t  be  c o n s i d e r a b l y  l e s s  s t r u c t u r a l l y  s t a b l e .  S o n i c a t i o n  
o f  t h e  235 p a r t i c l e  o b t a i n e d  u s i n g  B l a i r ' s  b u f f e r  s y s t e m  ( 6 )  
r e q u i r e d  a b o u t  2 0 - 3 0  m i n u t e s  t o  a c h i e v e  t h e  same e f f e c t  f o u n d  
a f t e r  2 - 3  m i n u t e s  w i t h  t h e  EDTA d e r i v e d  p a r t i c l e .  The a d ­
d i t i o n  o f  J u s t  a  v e r y  s m a l l  c o n c e n t r a t i o n  o f  magnes ium i o n s  
a p p e a r s  t o  h a v e  a v e r y  l a r g e  e f f e c t  on t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  
u n f o l d e d  p a r t i c l e  t o  m e c h a n i c a l  a g i t a t i o n  w i t h o u t  a l a r g e  
c h a n g e  i n  t h e  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t .  S t r u c t u r a l l y ,  t h e
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c h a n g e  se ems  s m a l l .  I t  a p p e a r s  i r r e v e r s i b l e , h o w e v e r ,  s i n c e  
b a c k  d i a l y s i s  o f  t h e  EDTA 23S p a r t i c l e s  a g a i n s t  1 mW MgCl2 
b u f f e r  d i d  n o t  r e s u l t  i n  a n o t i c e a b l e  i n c r e a s e  i n  t h e  s e d i ­
m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t .
The p r o b a b l e  u n f o l d i n g  o f  t h e  23S p a r t i c l e  t o  a t  l e a s t  
t h r e e  l o w e r  s t a t e s  i s  p a r t i c u l a r l y  i n t e r e s t i n g .  I t  had  
o r i g i n a l l y  b e e n  t h o u g h t  t h a t  t h e  u n f o l d e d  s t a t e  o b t a i n e d  
w i t h  EDTA was a  c o m p l e t e l y  u n f o l d e d  s u b u n i t .  I t  a p p a r e n t l y  
i s  n o t .  T h e r e  h a v e  b e e n  s e v e r a l  r e p o r t s  o f  u n f o l d e d  s t a t e s  
o b t a i n e d  w i t h  EDTA i n  v e r y  low i o n i c  s t r e n g t h  b u f f e r s , b u t  
i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  m e a s u r e m e n t s  o f  s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  
may h a v e  b e e n  a f f e c t e d  by c h a r g e  e f f e c t s  on t h e  s e d i m e n t a t i o n  
r a t e .  I f  i t  i s  p o s s i b l e  t o  r e a c h  a  f u r t h e r  u n f o l d e d  s t a t e  
by  d i a l y s i s  i t  w o u ld  be  v e r y  i n t e r e s t i n g  t o  s e e  i f  i t  wou ld  
be  s i m i l a r  t o  a n y  o f  t h o s e  f o u n d  by s o n i c a t i o n .
CHAPTER V 
summARY
The 30S r l b o s o m a l  s u b u n i t  o f  E s c h e r i c h i a  c o l l  was u n ­
f o l d e d  by d i a l y s i s  a g a i n s t  a b u f f e r  c o n t a i n i n g  EDTA, a n d  
p h y s i c a l  s t u d i e s  p e r f o r m e d  on t h e  u n f o l d e d  s u b u n i t s .  As
d e t e r m i n e d  i n  t h i s  s t u d y ,  t h e  s 2 _  o f  t h e  u n f o l d e d  s u b u n i t sz u , w
w e r e  2 2 . 8  * 0 , 3 ,  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  vo lume was 0 . 6 2 3  +
0 . 0 0 5  m l / g ,  t h e  i n t r i n s i c  v i s c o s i t y  was 1 2 . 5  * 0 , 0 5  m l / g ,  
a n d  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  a t  260 nm was 185 + 10 .  The 
u n f o l d e d  p a r t i c l e s  c o n s i s t e d  o f  31 * 2% p r o t e i n  a n d  70 *
2% RNA. U s i n g  a b u f f e r  c o n t a i n i n g  0$10  mM MgCl2  i n s t e a d  o f  
EDTA, a n d  w i t h  a s l i g h t l y  h i g h e r  i o n i c  s t r e n g t h  r e s u l t e d  i n  
a  p a r t i c l e  w i t h  a n  SgQ^^, o f  2 5 , 7  + 0 . 4 .
T h e s e  r e s u l t s  c a n  b e s t  be e x p l a i n e d  by a s s u m i n g  t h a t  
t h e  u n f o l d e d  s t a t e  i s  c h a r a c t e r i z e d  by an  e x t e n d e d  c o n f o r ­
m a t i o n  p r o b a b l y  r e s u l t i n g  f r o m  a  s w i n g i n g  o u t  o f  a p o r t i o n  
o f  t h e  RNA c h a i n .  T h e r e  i s  a g e n e r a l  l o o s e n i n g  o f  t h e  e n t i r e  
s t r u c t u r e  t o  a s l i g h t l y  l o w e r  d e n s i t y .  The u n f o l d i n g  i s  a l s o  
p o s s i b l y  a c c o m p a n i e d  by e x t e n s i v e  d i s r u p t i o n  o f  t h e  RNA 
s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  r e s u l t i n g  i n  a h y p e r c h r o m i e  s h i f t  o f  
2 7 ^  i n  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t .  R a i s i n g  t h e  i o n i c  
s t r e n g t h  o f  t h e  d i a l y s i s  b u f f e r  f r o m  0 , 0 8  W t o  0 . 1 1  W r e ­
s u l t e d  i n  t h e  i n c r e a s e  o f  t h e  s ^ q ^ t o  2 5 . 7  ♦ 0 , 4 .
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The u n f o l d e d  23S p a r t i c l e s  were  a l s o  s o n i c a t e d  f o r  2 - 3  
m i n u t e s  i n  an  a t t e m p t  t o  b r e a k  o f f  t h e  u n f o l d e d  p o r t i o n  o f  
t h e  s u b u n i t .  D i f f e r e n t  f r a c t i o n s  w e re  s e p a r a t e d  by z o n a l  
s u c r o s e  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  a nd  a n a l y z e d  f o r  p r o t e i n  
c o n t e n t  b o t h  c h e m i c a l l y  a n d  by g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  The 
c h e m i c a l  a n a l y s e s  by t h e  Lowry a n d  o r c i n o l  m e th o d s  showed  
t h a t  a l l  f r a c t i o n s  c o n t a i n e d  t h e  same p r o p o r t i o n s  o f  p r o t e i n  
a n d  RNA a s  t h e  i n t a c t  s u b u n i t  a n d  t h e  23S u n f o l d e d  s u b u n i t .  
The a c r y l a m i d e  g e l s  showed  t h a t  a l l  30S p r o t e i n s  were  p r e s e n t  
i n  e a c h  f r a c t i o n .  A n a l y s i s  o f  t h e  RNA by g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  
i n d i c a t e d  t h a t  t h e  RNA o f  t h e  s o n i c a t e d  f r a c t i o n s  had  b e e n  
b r o k e n  i n t o  s m a l l  p i e c e s .
A p p a r e n t l y  t h e  u n f o l d e d  s u b u n i t s  d i d  n o t  b r e a k  i n t o  
s e p a r a t e  p i e c e s  b u t  s i m p l y  u n f o l d e d  f u r t h e r .  E x t e n s i v e  
b r e a k a g e  o f  t h e  RNA d i d  n o t  r e s u l t  i n  t h e  d i s i n t e g r a t i o n  
o f  t h e  p a r t i c l e  i n d i c a t i n g  t h a t  a  l a r g e  am oun t  o f  RNA d o u b l e ­
s t r a n d e d n e s s  a n d / o r  R N A - p r o t e i n  a n d  p r o t e i n - p r o t e i n  i n t e r ­
a c t i o n s  s t i l l  e x i s t  e v e n  i n  t h e  e x t e n s i v e l y  u n f o l d e d  s t a t e  
c a u s e d  by s o n i c a t i o n .  The p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  b r e a k a g e  
o f  t h e  RNA may h a v e  b e e n  c a u s e d  by r i b o n u c l e a s e  c o n t a m i n a t i o n  
c a n n o t  be  d i s c o u n t e d .
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